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(57) Abstract: The invention relates to a method for serological diagnosis by means of indirect immunofluorescence, including the 
systematic control of the presence of rhumatoid factors and anti-nuclear antibodies in the serum of a patient, and the control of the 
presence and reactivity of the secondary detection antibodies anti IgM and anti IgG used. According to the invention, a plurality 
of corpuscular microbial antigens and control antigens comprising non-specific immunoglobulins IgG and IgM and nucleated cells 
are deposited by a robot and fixed on the solid support by means of physical adsorption. The invention also relates to a method for 
determining the immunisation status of an individual by dosing the specific IgG type antibodies of vaccine-associated antigens, for 
a plurality of vaccine-associated antigens, according to the inventive diagnostic method. 

(57) Abrege : La presente invention a pour objet une methode de diagnostic serologique par immunofluorescence indirecte, compre- 
nant le controle systematique de la presence de facteurs rhumatoides et d'anticorps antinucleaires dans un serum de patient, ainsi que 
le controle de la presence et reactivite des anticorps secondaires de detection anti IgM et anti IgG mis en oeuvre. Selon la presente 
invention, une pluralite d'antigenes microbiens corpusculaires et d'antigenes de controle comprenant des immunoglobulines non spe- 
cifiques IgG et IgM et des cellules nucleees, sont deposes par un robot et fixes par adsorption physique sur ledit support solide. La 
presente invention concerne egalement une methode de determination du statut vaccinal d'un individu par dosage des anticorps de 
type IgG specifiques d'antigenes vaccinaux et ce pour une pluralite d'antigenes vaccinaux, selon la methode de diagnostic selon la 
presente invention. 
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METHODE DE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE ET 
DETERMINATION DE STATUT VACCINAL COMPRENANT 
DIFFERENTS CONTROLES 

La presente invention conceme une methode et une trousse de 
5 diagnostic des maladies infectieuses humaines et animales. Plus 
particulierement, elle concerne une methode de diagnostic des maladies 
infectieuses humaines et animales qui repose sut la recherche dans le 
serum du patient d'anticorps specifiques de l'agent microbien infectieux, a 
savoir une bacterie, un virus, un parasite ou un champignon responsable 
10 d'une pathologie (designes ci-dessous "microbe"). 

La presente invention concerne egalement une methode et une 
trousse de diagnostic pour la determination serologique du statut vaccinal 
de personnes. 

Dans la presente invention, le terme de "patient" est pris au sens 
15 large, incluant les patients humains et egalement les animaux. On entend, 
plus particulierement, par "animal" : 

- les oiseaux, plus particulierement encore les volailles que Ton eleve 
pour leurs ceufs ou leur chair, et 

- les mammiferes, notamment chiens, chats, chevaux, bovins tels que 
20 veaux, vaches , ovins tels que moutons, et caprins tels que chevres. 

Cette methode de diagnostic est primordiale pour le diagnostic des 
infections a microbes, de prelevement, de culture et/ou d'identification 
difficile, en particulier les virus et les bacteries intracellulaires strictes et 
les bacteries intracellulaires facultatives des genres Rickettsia, Coxiella, 
25 Bartonella, Tropheryma, 'Ehrlichia, Chlamydia, Mycoplasma, Treponema, Borrelia, 
et Leptospira par exemple, pour lesquels on utilise, comme antigenes 
microbiens, des antigenes constitues de microbes entiers ou de fractions ou 
fragments de microbes comprenant un ou plusieurs antigenes. II est en 
effet possible de fragmenter mecaniquement le microbe par agitation 
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mecanique ou par sonication par exemple ou bien de fragmenter le microbe 
par un precede enzymatique afin d'en obtenir une fraction conservant les 
antigenes qui supportent la reaction serologique, objet de la presente 
invention. Les fractions ainsi obtenues sont separees ou encore purifiees 
5 des autres constituant du microbe et de son milieu de culture par un 
procede approprie, par exemple par centrifugation ou par filtration. On 
parle alors de "fraction antigenique" ou "d'antigene purifie". Le microbe 
entier ou une quelconque fraction du microbe est appele ci-apres "antigene 
particulaire ou corpusculaire" en ce que le microbe entier ou une de ses 
10 fractions ne peut pas etre mis en solution par dissolution, mais uniquement 
en suspension dans un fluide approprie. Les microbes ou leur fraction 
restent visibles en tant que particules individualisables par observation 
microscopique a l'aide d'un microscope optique ou d'un microscope 
electronique par exemple. 

Techniquement, la serologic microbienne consiste a detecter dans le 
serum du patient une reaction antigene — anticorps dans laquelle l'antigene 
est represente par tout ou fraction de Tagent microbien infectieux a 
detecter et Tanticorps est represente par les immunoglobulines humaines 
ou animales specifiques dudit agent microbien infectieux presentes dans le 
serum du patient. Elle peut etre quantifiee en testant successivement une 
serie de dilutions croissantes de raison 2 ou de raison 10 du serum du 
patient a partir d'une premiere dilution au 1 :16 ou bien au 1 :50 du serum 
du patient. 

Selon la methode de Tinvention, on depose done, le cas echeant, 
Pantigene sur un support solide du type lame de verre, ou microplaque de 
titration pour mettre en oeuvre des techniques de detection par 
immunodetection, notamment immunofluorescence, ou par technique 
enzymatique, notamment du type ELISA. Ces techniques de detection sont 
bien connues de Thomme de Tart, et comprennent les etapes successives 
de : 
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1. decomplementation du setum par chauffage a 56°C pendant 30 
minutes, 

2. mise en contact de l'antigene correspondant a l'agent 
microbien infectieux fixe sur support solide, avec le serum du patient puis 

5 incubation sous des conditions de temps, de temperature, d'hygrometrie, 
d'agitation mecanique et de force ionique du milieu permettant la reaction 
antigene — anticorps, 

3. lavage precautionneux et extensif permettant d'eliminer le 
serum du patient non-fixe au support solide, en exces, 

10 4. application d'un anticorps secondaire de detection qui est une 

immunoglobuline animale dirigee contre les immunoglobulines de Fespece 
du patient considere, par exemple dans le cas d'un patient humain une 
immunoglobuline de chevre anti-immunoglobuline humaine conjuguee a 
une substance fluoro chrome, generalement de Piso-thio-cyanate de 

15 fluoresceine ou une enzyme, generalement une peroxydase et incubation 
sous des conditions de temps, de temperature, d'hygrometrie, d'agitation 
mecanique et de force ionique du milieu permettant la reaction antigene — 
anticorps, 

5. lavage precautionneux et extensif permettant d'eliminer 
20 Fimmunoglobuline marquee, non fixee, en exces, 

6. detection d'une reaction par lecture, a l'aide d f un appareillage 
approprie en fonction du marqueur tel qu'un microscope a fluorescence ou 
un lecteur de puces biologiques (microarray en anglais) pour la technique 
d'immunofluorescence indirecte, ou un lecteur de densite optique pour la 

25 technique de detection enzymatique du type ELISA. La lecture de la 
reaction se fait a Fceil nu ou apres acquisition numerique du gel et analyse 
par un logiciel de densitometrie ou tout logiciel approprie pour le 
traitement des images. 
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La presente invention concerne plus particulierement les methodes 
de detection et dosage dans lesquelles on detecte la presence et, de 
preference, on dose la quantite d'immunoglobulines de classe M (IgM) et 
G(IgG) specifiques d'un antigene microbien caracteristique d'un microbe. 
5 Ces determinations donnent des informations plus precises et completes, 
necessaires pour etablir Petiologie et suivre revolution de certaines 
maladies infectieuses. Ainsi, en general les IgM apparaissent de facon plus 
precoce. Quant aux IgG, elles permettent d'etablir le statut serologique du 
patient vis a vis d'un microbe donne, en vue d'etablir le diagnostic 
10 serologique de Pinfection ou d'etablir le degre de protection de Porganisme 
contre ce microbe. 

La specificite de la reaction antigene infectieux/anticorps serique 
conditionne la specificite et la valeur predictive positive du test 
serologique base sur cette reaction et toute fixation d'un anticorps non- 
15 specifique sur Pantigene microbien limite la specificite et la valeur 
predictive du test serologique. La presence dans le serum a tester, de 
facteurs rhumatoi'des ou d'anticorps anti-nucleaires, est une source de 
fixation non-specifique d'anticorps sur Pantigene microbien comme 
explique ci-apres. 

Ces facteurs rhumatoi'des sont des immunoglobulines de classe M 
reconnaissant le fragment Fc des IgG de differentes especes dont les IgG 
humaines (IgM anti IgG). 

La presence de facteurs rhumatoides dans le serum d'un patient est 
responsable de resultats faussement positifs lors de la detection d'IgM 
specifiques d'un antigene microbien au cours des tests serologiques pour le 
diagnostic indirect des maladies infectieuses. En effet, ces facteurs 
rhumatoides se fixent aux IgG specifiques de Pantigene microbien contenu 
dans le serum du patient, et apparaissent done faussement positifs lors de 
la detection des IgM specifiques dans la reaction serologique utilisant 
Pantigene microbien dans des tests de detection par agglutination. 
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II est possible d'eliminer les facteurs rhumatoides du serum par une 
adsorption par des IgG humaines non specifiques que Ton introduit en 
exces dans l'echantillon. Ces IgG introduites sont modifiees par chauffage 
ou traitement par le glutaraldehyde de facon a ce qu'elles n'interferent pas 
5 avec la detection des IgG specifiques. Get ajout d'IgG provoque une 
precipitation apres complexation avec les substances anti IgG contenues 
dans l'echantillon. Mais, dans ce cas, les IgG et IgM specifiques contenues 
dans l'echantillon peuvent aussi etre denaturees par le traitement de 
modification des IgG introduites dans l'echantillon. 

10 D'autre part, il n'existe pas, a ce jour, de controle systematique de 

Pefficacite de cette adsorption avant la mise en oeuvre de la reaction 
serologique dans le cadre d'une methode de detection et de dosage d'IgM et 
d'IgG.. 

De meme, la presence dans le serum du patient d'anticorps anti- 
15 nucleaires limite la specificite de la reaction antigene microbien-anticorps 
seriques. Les anticorps anti-nucleaires sont en effet des anticorps du type 
IgG diriges de facon non-specifique contre Tensemble forme par l'ADN et 
les proteines nucleaires du chromosome des cellules eucaryotes et des 
microbes, appelees histones. Ces anticorps anti-nucleaires se fixent done 
20 de facon non-specifique sur toute cellule eucaryote y compris les 
champignons et les parasites et sur tout microbe, bacterie, virus a ADN, 
parasite ou champignon. Ce phenomene entraine une reaction positive non- 
specifique au cours des tests serologiques utilisant la detection d'IgG 
specifique d'une bacterie, un virus a ADN, un champignon ou un parasite 
25 entier ou comprenant des complexes ADN/histones comme antigene 
microbien a Paide d'anticorps de detection anti IgG dans un serum 
contenant des anticorps anti-nucleaires. 

La detection des anticorps anti-nucleaires dans le serum a tester, 
realisee en utilisant une technique d'immunodetection par 
30 immunofluorescence, a ete decrite [Fritzler M.J. In : Manual of Clinical 
Laboratory Immunology, Fourth edition, Rose N.R., Conway de Macario 
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E., Fahey J.L., Friedman H., Penn, G.M., (eds.). American Society for 
Microbiology, Washington, D.C. 1992, pp. 724-729] utilisant des cellules 
mammiferes y compris des cellules humaines telles que des cellules Hep-2 
comme antigene. Dans cette methode, les cellules sont constitutes par un 
5 tapis de cellules confluentes deposees et « lues » manuellement. Ce depot 
de cellules confluentes est trop visqueux pour etre robotisable par depot 
avec un robot de type seringue, et la lecture n'est pas automatisable car, 
seul, le depot manuel permet de deposer une grande quantite de cellules de 
maniere a garantir une detection suffisante de la reaction Cellule-anticorps 
10 anti-nucleaires. Dans ces publications, on ne mentionne pas la necessite de 
realiser un controle systematique de la presence d'anticorps anti-nucleaires 
dans des tests d' immunodetection d'antigenes microbiens. En outre, la 
detection avec des cellules confluentes deposees manuellement sur support 
solide n'est pas applicable pour des tests de routine de laboratoire. 

15 II n'y a done pas de methode publiee a ce jour, pour le controle ou 

Felimination des anticorps anti-nucleaires avant la realisation d'un test 
serologique pour le diagnostic des maladies infectieuses de facon a garantir 
lors du resultat Fabsence d'une reaction faussement positive, applicable en 
routine de laboratoire. C'est pourquoi, aucun protocole de serologic publie 

20 dans les manuels de reference ni aucun test serologique commercialise 
n'inclut systematiquement le depistage d'anticorps anti-nucleaires ni de 
facteur rhumatoide comme prealable a la realisation ou a Finterpretation de 
la serologic 

En pratique, a ce jour, dans les tests d'immunodetection en routine 
25 de laboratoire, on ne peut, tout au plus, detecter les faux positifs dus a la 
presence de facteur rhumatoide (ou anticorps anti-nucleaires) qu'en 
effectuant des tests sur une pluralite d'antigenes microbiens dont la 
presence concomitante n'est pas vraisemblable. Mais, ce type de 
verification, on le comprend, augmente considerablement le cout en terme 
30 de materiel et main d'eeuvre ainsi que la duree des tests. 
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On connait des methodes et kit de diagnostic impliquant l'utilisation 
d'un support solide sur lequel sont fixes de facon covalente des proteines 
solubles, mais ces couplages chimiques covalents sont complexes et 
couteux a realiser. On a propose la fixation non covalente de proteine 
5 soluble ou antigene particulaire sur support solide par adsorption physique 
ou physico-chimique sur le support, dans le cadre des protocoles de tests 
d'immunodetection sur support solide, mais la stabilite de la fixation est 
insuffisante. Une difficulte tient a ce qu'il est necessaire de bien laver 
prealablement le support solide pour eliminer les residus d'elements de 

10 marquage pouvant interferer avec la lecture des resultats alors que ces 
lavages rendent Fadsorption physique des substances sur le support solide 
trop instable. Une autre difficulte tient a ce qu'il est pas possible de 
deposer avec des robots de depots des antigenes corpusculaires qu'il 
s'agisse de cellules ou bacteries entieres ou partielles comme mentionne ci- 

15 dessus. 

Un premier but de la presente invention est de fournir un test fiable 
d'immunodetection d'antigenes microbiens, par une methode et des outils 
simples a mettre en ceuvre et realiser pour une application en routine de 
laboratoire dans le cadre de la realisation des tests en serie, dans le cas ou 
20 le serum teste pourrait contenir des facteurs rhumatoi'des ou des anticorps 
anti-nucleaires, et une methode qui permette de s'affranchir de la mise en 
oeuvre d'echantillons de serums de controle positif et/ou negatif. 

Un autre but de la presente invention est de fournir une methode de 
preparation de support solide permettant un depot robotise et fixation non 

25 covalente par adsorption physique sur le support d'antigenes temoins de la 
presence de facteur rhumatoide et anticorps anti-nucleaire et antigene 
microbien, constitues de proteines ou d'antigenes particulaires comme 
explique ci-dessus, ainsi que la lecture automatisee du controle d'absence 
de facteur rhumatoide et d'anticorps anti-nucleaires et du resultat de la 

30 reaction immunologique dans un test de serum de patient impliquant une 
reaction de serologic microbienne des IgM ou bien des IgG specifiques par 
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adsorption avec l'antigene microbien particulate ou corpusculaire depose 
sur support solide. 

De meme, aucun test serologique commercialise n'inclut 
systematiquement le controle de Fintroduction et de la valeur reactive (ou 
5 reactivite immunologique) des anticorps secondaires de detection anti IgM 
ou anti IgG mis en oeuvre, et un autre but original de la presente invention 
est de fournir un test comprenant ce controle de reactivite. 

Pour ce faire, la presente invention fournit une methode de 
diagnostic serologique in vitro d'agent microbien par immunodetection 

10 dans laquelle on detecte la presence et, de preference, on dose la quantite 
d'immunoglobulines de patient des deux classes M et G ou seulement de la 
classe G specifiques d ? un antigene microbien caracteristique dudit agent 
microbien, dans un echantillon de serum du patient a tester, par detection 
et, de preference, quantification d'un complexe de reaction immunologique 

15 entre ledit antigene microbien a detecter et une dite immunoglobuline 
specifique de classe M pour le dosage d'IgM, et/ou respectivement une dite 
immunoglobuline de classe G pour le dosage d'IgG, a Paide d'une premiere 
substance de detection et/ou respectivement seconde substance de 
detection, de preference un anticorps, ne reagissant qu'avec une dite 

20 immunoglobuline de l'espece du patient de classe M et/ou respectivement 
G, caracterisee en ce que: 

1/- on realise les etapes dans lesquelles : 

■ on met en contact ledit echantillon de serum a tester avec lesdites 
premiere et seconde substances de detection ou seulement ladite seconde 
25 substance de detection et au moins un support solide sur lequel ont ete 
fixes les antigenes suivants : 

- un premier antigene de controle correspondant a une 
immunoglobuline non specifique de classe G de l'espece du patient, et 
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- un deuxieme antigene de controle comprenant des complexes 
ADN/histones, de preference tout ou partie de cellules nucleees 
comprenant des noyaux de cellules nucleees, de preference encore des 
cellules en lignee continue, de preference encore des cellules non 
5 confluentes en suspension, et 

le cas echeant, un troisieme antigene de controle 
correspondant a une immunoglobuline non specifique de classe M de 
l'espece du patient; la presence dudit troisieme antigene de controle etant 
necessaire en cas de dosage d'IgM, et 

10 - au moins un dit antigene microbien, et 

■ on realise une serie de controles comprenant: 

a- le controle de la reactivite de ladite deuxieme substance de 
detection en verifiant si ledit premier antigene de controle reagit avec 
ladite deuxieme substance de detection, et le cas echeant le controle de la 
15 presence de facteurs rhumatoides dans ledit echantillon de serum en 
verifiant si le premier antigene de controle reagit avec ledit echantillon de 
serum et ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d'IgM, 

b- le controle de la presence d'anticorps antinucleaires dans 
ledit echantillon de serum a tester en verifiant si ledit deuxieme antigene 
20 de controle reagit avec ledit echantillon de serum et la seconde substance 
de detection, 

c- le controle de la reactivite de ladite premiere substance de 
detection en verifiant si ledit troisieme antigene de controle reagit avec 
ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d'IgM, et 

25 d- le controle de la presence d'un serum humain dans 

l'echantillon a tester, et 

2/- on ne prend en compte le resultat d'une reaction entre ledit 
antigene microbien, ledit echantillon de serum et une dite substance de 
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detection que si le controle de la presence d'un serum humain est positif et 
si les conditions cumulatives suivantes sont reunies, etablissant Pabsence 
d'anticorps antinucleaire et la reactivite desdites seconde et, le cas echeant, 
premiere substances de detection et le cas echeant de facteur rhumatoide: 

5 a- ledit premier antigene de controle reagit avec ladite 

deuxieme substance de detection, 

c- ledit deuxieme antigene de controle ne reagit pas, et 

c- le cas echeant si ledit troisieme antigene de controle reagit 
avec ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d'IgM. 

10 Si Pechantillon comprend des facteurs rhumatoldes (IgM anti IgG), 

ceux-ci peuvent reagir avec les immunoglobulines (IgG t ) fixees sur le 
support solide, pour former le complexe suivant avec ladite premiere 
substance de detection (Acj anti IgM* 1 ) : (S-IgGj-IgM anti IgG - Ac t anti 
IgM* 1 ) (S= support solide). 

15 Quand l'absence de facteur rhumatoide est etablie, la detection d'une 

reaction entre ladite premiere substance de detection et ledit antigene 
microbien (Agmic) est effectivement la preuve de la presence dans le serum 
teste d'immunoglobulines de classe M specifique de Pantigene microbien 
(IgM anti Agmic) par formation du complexe (S-Agmic-IgM anti Agmic-Ac 1 

20 anti IgM* 1 ), et non pas de la presence d'IgG specifique du dit antigene 
microbien (IgG anti Agmic), lesquels pourraient en effet former, en 
presence de facteur rhumatoide, un complexe faux positif (S~Agmic-IgG 
anti Agmic-IgM anti IgG - Ac 2 anti IgM* 1 ). 

En outre comme explicite ci-apres, lorsque ledit premier antigene est 
25 constitue d'une IgG de Pespece du patient notamment humaine, ceci 
permet de verifier la presence et la reactivite d'une dite seconde substance 
de detection reconnaissant specifiquement les IgG du serum de Pespece du 
patient. 
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Dans le cas d'un patient humain, on peut utiliser avantageusement, 
comme dit deuxieme antigene de controle, des cellules de fibroblastes 
humains non confluentes en suspension, notamment des cellules HL60. 

Si Pechantillon a tester comprend des anticorps anti-nucleaires (qui 
5 sont des IgG, notamment humaines), ceux-ci peuvent reagir avec ledit 
deuxieme antigene (Ag 2 ) et etre detectes par ladite deuxieme substance de 
detection (Ac 2 anti IgG* 2 ) puisque celle-ci est une substance reagissant 
avec des IgG de Fespece du patient, notamment humaines, et former le 
complexe (S-Ag 2 -IgG anti Nucl- Ac 2 anti IgG* 2 ). 

10 La detection d'une reaction entre ladite premiere substance de 

detection et ledit deuxieme antigene (Ag 2 ) fixe sur support solide, signifie 
necessairement que s'est forme un complexe avec des anticorps anti- 
nucleaires (Ac anti nucl.) suivant :(S-Ag 2 -IgG anti nucl.-IgM anti IgG- Ac t 
anti IgM* 1 ), et done que Pechantillon comprend a la fois le facteur 

15 rhumatoide et des anticorps anti-nucleaire. 

Une fois l'absence d'anticorps anti-nucleaire etablie, la detection 
d'une reaction de ladite seconde substance de marquage avec ledit antigene 
microbien est bien la preuve de la presence d'IgG specifique du dit 
antigene microbien et de formation d'un complexe (S-Agmic-IgG 
20 antiAgmic-Ac 2 anti IgG* 2 ) et non pas d'un complexe faux positif resultant 
de la reaction des anticorps anti-nucleaires avec l'antigene microbien selon 
le complexe (S-Agmic-Ac anti nucl.-Ac 2 anti IgG* 2 ). 

On verifie aussi la reactivite de ladite deuxieme substance de 
detection introduite dans ledit echantillon de serum a tester, en l'absence 

25 de facteur rhumatoide et d'anticorps anti-nucleaires dans ledit echantillon. 
En effet, si ladite deuxieme substance de detection est bien reactive en 
Tabsence de facteur rhumatoide, on doit detecter le complexe suivant (S- 
IgG 1 -Ac 2 anti IgG* 2 ) sur ledit premier antigene (IgG x ). Dans ce cas, 
l'absence de reaction de ladite deuxieme substance de detection avec ledit 

30 deuxieme antigene est bien la preuve de Pabsence d'anticorps anti- 
nucleaires. 
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Si ladite premiere substance de detection est presente et est bien 
reactive, on doit detecter un complexe S-IgM^Aci anti IgM* 1 sur ledit 
troisieme antigene de controle (IgMJ. Des lors, Fabsence de detection d'un 
complexe comprenant ledit premier marqueur au niveau du dit premier 
5 antigene (IgG t ) et, le cas echeant, au niveau du dit second antigene fixe sur 
support solide, est bien la preuve de Fabsence de facteur rhumatoide. 

Plus particulierement, on effectue un depot robotise d'une solution 
d'IgG et d'IgM de Fespece du patient, notamment humaines, y-specifique 
(specifique de la chaine gamma des immunoglobulines de Fespece du 
10 patient, notamment humaines) comme dits premier et troisieme antigenes 
de controle. 

La presente invention permet done les detections systematiques de 
facteurs rhumatoides, d'anticotps anti-nucleaires, et le controle 
systematique de la reactivite des anticorps anti immunoglobulines de 
15 detection dans un serum utilise pour un diagnostic serologique par 
immunofluorescence indirecte, apres le depot robotise sur support solide 
d'immunoglobulines de Fespece du patient, notamment humaines, de classe 
G et M et de cellules nucleees de Fespece du patient. 

Une autre erreur frequente dans la realisation des tests serologiques, 
20 notamment pour les tests serologiques en batterie realises sur un grand 
nombre de serums a tester, est due a des defauts dans Fintroduction des 
serums a tester, notamment par pipetage. Ces erreurs interviennent 
notamment dans les etapes qui impliquent le deplacement de Fechantillon a 
tester, notamment par pipetage, certains recipients, notamment contenant 
25 le support solide sur lequel est depose Fantigene a detecter, peuvent ne pas 
etre remplis par inadvertance avec le serum de Fespece du patient, 
notamment humaine, a tester. II est connu que le pipetage de serum est 
entache d'un risque d'erreurs de l%o, liee a un probleme purement 
technique par absence de pipetage par la pipette, ou a une erreur humaine 
30 par absence de pipetage par inadvertance. 
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Ces etreuts imposent Fintroduction de controles dans la realisation 
de la reaction. L'incorp oration systematique au cours de chaque nouvelle 
manipulation d'un serum temoin negatif c'est a dire ne contenant pas 
d'anticorps specifiques de Pantigene a tester permet d'interpreter les 
5 reactions positives. De meme, Pincorporation d'un serum temoin positif, 
c'est a dire contenant Panticorps specifique de Pantigene teste a un titre 
connu permet de verifier la qualite de Pantigene et de l'immunoglobuline 
conjuguee. 

Cependant, il n'existe actuellement aucun controle de ce que le 

10 serum a tester a bien ete introduit dans le test serologique. Or, si par 
inadvertance, le serum a tester n'est pas introduit dans le test serologique, 
la reaction antigene bacterien-anticorps serique n'existera certainement 
pas, et le test sera interprete, faussement, comme negatif (faux-negatif) . 
Dans la presente invention, on tire partie de ce que la proteine A du 

15 Staphylococcus aureus (staphylocoque dore) presente une affinite pour les 
serums d'origine animale, notamment le cheval, les bovins, le cochon, le 
lapin, le cobaye, la souris ; a un moindre degre le hamster, le rat et le 
mouton. En revanche, le serum de poussin et de chevre ne reagisse pas 
avec la proteine A. La proteine A est un polypeptide de 42 kDa, et est un 

20 constituant de la paroi des souches de Staphylococcus aureus^ des proteines 
similaires mais differentes sont caracterisees a la surface des bacteries du 
genre Streptococcus [Langone JJ. Adv. Immunol. 1982, 32 : 157-251]. Cette 
propriete de la proteine A de Staphylococcus aureus, a deja ete utilisee dans 
un test serologique chez Fhomme pour le diagnostic serologique des 

25 endocardites infectieuses [Rolain JM, Lecam C, Raoult D. Simplified 
serological diagnosis of endocarditis due to Coxiella burnetii and Bartonella. 
Clin. Diag. Lab. Immunol. 2003 ; 10 :1 147-8]. 

La presente invention comprend done l'introduction d'un controle 
d'introduction du serum a tester au cours des reactions de serologies 
30 bacteriennes. 
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Dans la mesure ou la proteine A reagit avec des immunoglobulines 
animales et humaines de fa9on non specifique, et ce meme en cas de 
pathologie infectieuse importante, il est possible d'utiliser cette proteine A 
comme controle positif de Fintroduction d'un serum de Fespece du patient, 
5 notamment humaine, dans Fechantillon a tester. 

Plus precisement, selon la presente invention, on controle que ledit 
echantillon teste contient bien un serum de Fespece du patient en detectant 
si des immunoglobulines de l'espece du patient reagissent avec un 
quatrieme antigene de controle contenant la proteine A d'une bacterie 

10 Staphylococcus aureus, de preference ledit quatrieme antigene etant une 
bacterie Staphylococcus entiere, en mettant en contact ledit echantillon avec 
un support solide sur lequel est fixe un dit quatrieme antigene de controle, 
en presence de ladite seconde substance de detection qui est une substance 
reagissant avec une immunoglobuline de Fespece du patient et ne 

15 reagissant pas avec ledit quatrieme antigene de controle, de preference un 
anticorps anti-immunoglobuline de Fespece du patient et ne reagissant pas 
avec ledit quatrieme antigene de controle, le controle de la presence d'un 
serum est positif si ledit quatrieme antigene reagit avec ledit echantillon de 
serum et ladite seconde substance de detection. 

20 Dans un mode de realisation avantageux, ledit quatrieme antigene est 

une bacterie entiere Staphylococcus aureus comprenant la proteine A. On peut 
plus particulierement utiliser les bacteries Staphylococcus aureus deposees 
dans les collections publiques telles que les bacteries deposees a FA.T.C.C. 
sous le N°29213 et a la C.N. CM. de Flnstitut Pasteur (France) sous le 

25 numero 65. 8T comme decrit dans la publication mentionnee ci-dessus 
[Rolain JM, Lecam C, Raoult D. Simplified serological diagnosis of 
endocarditis due to Coxiella burnetii and Bartonella. Clin. Diag. Lab. 
Immunol. 2003 ; 10 :1147-8]. 

Par ailleurs, en dehors des souches-types, toute souche bacterienne 
30 identifiee comme Staphylococcus aureus peut etre utilisee comme dit 
quatrieme antigene de controle ±. 
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De preference, ladite seconde substance de detection, est une 
immunoglobulin animale, de preference une immunoglobuline de chevre 
ou de poulet. 

Avantageusement, on utilise un unique support solide mis en contact 
5 avec le cas echeant simultanement desdites premiere et seconde substances 
de detection comprenant un premier et respectivement un second element 
de marquage, le second element de marquage emettant un signal different 
du premier element de marquage, de preference lesdites premiere et 
seconde substances de detection comprenant un premier et respectivement 
10 un second anticorps ne reagissant qu'avec une dite immunoglobuline de 
Tespece du patient de classe M et respectivement de classe G. 

Avantageusement encore, le cas echeant, les deux dites premiere et 
seconde substances de detection sont des immunoglobulines de chevre ou 
de poulet, respectivement anti- IgM et anti- IgG. 

15 Avantageusement encore, la (ou les) dite(s) substance(s) de detection 

est (ou sont) un (ou des) anticorps conjugue(s) a un element de marquage 
comprenant un (ou des) substance(s) fluorescente(s).Et, en particulier, on 
verifie si l'on detecte par fluorescence un complexe produit de reaction 
entre ledit quatrieme antigene et ladite troisieme substance de detection. 

20 Avantageusement, dans une methode de diagnostic selon Tinvention, 

on detecte et, le cas echeant, on quantifie la dose de dite immunoglobuline 
de l'espece du patient specifique du dit antigene microbien dans 
Techantillon a tester, et les reactions immunologiques entre lesdits 
antigenes de controle et lesdites substances de detection, par lecture 

25 automatisee a Taide d'un appareil de lecture approprie aux dits elements de 
marquage, de preference un appareil de lecture d'un signal fluorescent 
d'une substance fluorescente correspondant aux elements de marquage 
desdites substances de detection. 
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Comme element de marquage des dites substances de detection, on 
utilise done avantageusement un marquage enzymatique, radioactif ou 
fluorescent, ce dernier type de marquage fluorescent etant prefere. 

L'expression « marquage fluorescent » signifie que l'anticorps a ete 
5 rendu fluorescent par couplage ou complexation avec un agent fluorescent 
approprie tel que Fiso(thio)cyanate de fluoresceine ou toute autre 
substance emettant un rayonnement detectable apres son illumination, 
chaque substance etant caracterisee par la longueur d'onde a laquelle elle 
doit etre illuminee (longueur d'onde d'excitation) et la longueur d'onde du 
10 rayonnement qu'elle emet (longueur d'onde d'emission). 

L'expression « marquage radioactif » signifie que l'anticorps porte un 
isotope radioactif permettant de le doser par comptage de la radioactivite 
qui lui est associee, Tisotope pouvant etre porte soit sur un element de la 
structure de l'anticorps, par exemple les residus de tyrosine constitutifs, 
15 soit sur un radical approprie qui lui a ete fixe. 

L'expression « marquage enzymatique » signifie que l'anticorps 
specifique est couple ou complexe a une enzyme qui, associee a Pemploi de 
reactifs appropries, permet une mesure quantitative de cet anticorps 
specifique. 

20 Le substrat et les reactifs sont choisis de sorte que le produit final 

de la reaction ou de la sequence de reactions provoquee par Penzyme et 
mettant en oeuvre ces substances, soit : 

ou bien une substance coloree ou fluorescente qui diffuse dans 
le milieu liquide environnant Pechantillon teste et qui fait l'objet, soit de la 
25 mesure finale spectrophotometrique ou fluorimetrique, respectivement, soit 
d'une evaluation a l'oeil ; eventuellement par rapport a une gamme de 
teintes etalonnees, 

ou bien une substance coloree insoluble qui se depose sur 
Pechantillon teste et qui peut faire l'objet, soit d'une mesure 
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photometrique par reflexion, soit d'une evaluation a Poeil, eventuellement 
pair rapport a une gamme de teintes etalonnees. 

Lorsque Ton utilise une substance de detection rendue fluorescente, 
la fluorescence associee a l'echantillon teste est lue directement sur un 
5 appateil approprie capable de detecter le tayonnement a la longueur d'onde 
d'emission et de le quantifier. 

Selon un mode de realisation avantageux, lesdits antigenes de 
controle et antigenes microbiens sont fixes sur support solide par 
adsorption physique. Et, avantageusement encore, ledit antigene microbien 
10 est un antigene particulate ou corpusculaire tel que decrit precedemment, 
constitue de microbe entier inactive ou fraction de microbe. 

Comme explicite ci~apres, les inventeurs ont en effet elabore des 
conditions de depot sur support solide desdits antigenes de controle et 
microbiens qui permettent de s'accommoder d'un depot par simple 
15 adsorption physique, et ce plus particulierement lorsque lesdits antigenes 
microbiens sont des antigenes corpusculaires. 

Dans un mode de realisation particulier, ledit antigene microbien est 
choisi parmi des micro-organismes comprenant une bacterie, un virus, un 
parasite ou un champignon. 

20 Plus particulierement, ledit antigene microbien est une bacterie 

intracellulaire, et notamment, ledit antigene microbien est choisi parmi les 
bacteries du genre Rickettsia, Coxiella, Bartonella, Tropheryma, Ehrlichia, 
Chlamydia, Mycoplasma, Treponema, Bor?~elia, et Leptospira, cette liste n'etant 
pas exhaustive. 

25 Plus particulierement encore, ledit antigene microbien est une 

bacterie responsable d'une endocardite. 

Dans un autre mode de realisation, ledit antigene est un antigene 
microbien est un antigene viral, notamment un virus choisi parmi les virus 
H.I. V., C.M.V. ou Epstein-Barr, cette liste n'etant pas exhaustive. 
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De preference, une methode selon l'invention comprend les 
caracteristiques selon. lesquelles : 

on detecte et, de preference, on dose la quantite des 
immunoglobulines de patients des deux classes M et G specifiques d'un 
5 antigene microbien, 

- au moins un dit antigene microbien et lesdits premier, deuxieme et 
troisieme et quatrieme antigenes de controle sont fixes sur un meme 
support solide et 

on utilise pour la detection des differents dits antigenes 
10 microbiens, les memes dites premiere et seconde substances de detection 
avec des elements de marquage differents, lesdites premiere et deuxieme 
substances de detection etant des immunoglobulines animales ne reagissant 
pas avec ledit quatrieme antigene, de preference dans le cas d'un patient 
humain, des immunoglobulines de chevre ou de poulet. 

15 Dans ce dernier mode de realisation, un protocole de succession des 

controles est le suivant : 

1) On verifie que ledit quatrieme antigene de controle contenant la 
proteine A reagit avec ladite seconde substance de detection. A defaut, on 
arrete le test, c r est~a-dire on ne prend pas en compte cet echantillon. 

20 2) Si ledit premier antigene de controle (lgG t ) reagit avec ladite 

premiere substance de detection (Acl anti IgM* 1 ), Fechantillon de serum 
comprend des facteurs rhumatoi'des , done, la encore, on ne prend pas en 
compte les tests de detection et de quantification des Ig M specifiques. 

3) Si ledit premier antigene de controle ne reagit pas avec la 
25 deuxieme substance de detection (Ac 2 anti IgG* 2 ), ladite deuxieme 
substance de detection n'est pas presente ou pas reactive. On ne prend pas 
en compte le resultat du test concernant la detection des IgG specifiques 
de l'antigene microbien. 
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4) Si ledit premier antigene de controle reagit avec la deuxieme 
substance de detection, il n'y a pas de facteur rhumatolde et ladite 
deuxieme substance est reactive : on peut continuer le test, c'est-a-dire 
prendre en compte les resultats sous reserve des verifications suivantes 

5 concernant les reactions avec les deuxieme, troisieme et quatrieme 
antigenes de controle. 

5) Si ledit deuxieme antigene de controle contenant un complexe 
ADN/histone reagit avec ladite deuxieme substance de detection, des 
anticorps antinucleaires sont presents et on ne prend pas en compte les 

10 tests de detection et de quantification des Ig G specifiques. 

6) Si le dit deuxieme antigene de controle reagit avec la dite 
premiere substance de detection, des facteurs rhumatoides et des anticorps 
antinucleaires sont presents et on arrete le test. 

7) Si ledit deuxieme antigene de controle ne reagit pas, et que 
15 lesdites premiere et deuxieme substances de detection sont presentes et 

reactives, il n'y a pas d'anticorps anti-nucleaire, et on peut continuer sous 
reserve de la verification suivante. 

8) On verifie que ledit troisieme antigene de controle reagit avec 
ladite premiere substance de detection. Si ledit troisieme antigene de 

20 controle (IgM) ne reagit pas, ladite premiere substance de detection n'est 
pas presente ou ne reagit pas, et on arrete le test. 

En resume, on ne prend en compte le resultat de la reaction avec 
ledit antigene microbien, que si les conditions cumulatives suivantes sont 
reunies : 

25 - ledit quatrieme antigene reagit, 

- ledit premier antigene reagit avec ladite deuxieme substance de 
detection, 

- ledit deuxieme antigene ne reagit pas, et 
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- ledit troisieme antigene reagit avec ladite premiere substance de 
detection. 

Dans un mode de realisation particulier, ledit antigene microbien est 
un antigene vaccinal et ladite immunoglobuline specifique du dit agent 
5 vaccinal a detecter est une immunoglobuline de classe G. > 

La methode permet alors de determiner le statut vaccinal d'un 
individu, ce qui est particulierement utile pour apprecier la necessite 
d'effectuer un rappel vaccinal. 

La determination dans le serum d'une personne a vacciner, de la 
10 presence voire du taux d'anticorps protecteurs specifiques sont un element 
cle pour decider Fadministration du vaccin ou du rappel vaccinal. En effet, 
si le serum de la personne contient des anticorps specifiques du pathogene 
a une concentration protectrice, il n'y a aucun benefice mais au contraire 
une prise de risque a administrer un rappel vaccinal a cette personne. 

15 Dans les methodes proposees actuellement, la detection de la 

presence ou la mesure de la concentration des anticorps specifiquement 
diriges contre les differents antigenes vaccinaux sont realisees separement 
les unes des autres. II faut done realiser plusieurs prelevements de serum 
qui sont analyses separement, le cas echeant dans plusieurs laboratoires 

20 disposant chacun d'une capacite d'analyse d'un seul antigene vaccinal ou 
bien d'un nombre restreint d'antigenes vaccinaux. 

II n'existe pas actuellement de trousse, ni de test automatise et 
reproductible, permettant la determination du statut vaccinal d'une 
personne par la determination du titre d'anticorps specifiques contre les 

25 principaux patliogenes vaccinaux. Ainsi, il n f est pas fourni actuellement de 
methode et de kit permettant de determiner dans un laps de temps inferieur 
a 24 heures sur un seul prelevement de serum, le statut vaccinal d'une 
personne, e'est-a-dire la detection ou la determination des concentrations 
d'anticorps de classe IgG specifiques en liaison avec l'ensemble des vaccins 

30 actuellement disponibles. 
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Un autre but de la presente invention est de fournir une technique 
de determination du statut vaccinal d'une personne, qui soit simple, rapide 
et peu couteuse, utilisable notamment par tout laboratoire pour connaitre 
simultanement par analyse d'un me me echantillon de serum a tester, la 
5 concentration d'anticorps contre une pluralite de vaccins actuellement 
disponibles, et ce sur un volume d'echantillons relativement reduit et done 
compatible pour des prelevements chez l'enfant, y compris le nourrisson. 
Plus particulierement encore, la technique de diagnostic doit pouvoir etre 
automatisable et reproductible de facon fiable, aussi bien dans sa mise en 
10 oeuvre que dans la preparation des supports solides mis en ceuvre. 

Pour ce faire, la presente invention fournit une methode dans 
laquelle on determine le statut vaccinal d'un individu par detection, de 
preference quantification des anticorps seriques IgG specifiques 
d f antigenes vaccinaux d'une pluralite d'agents pathogenes du type bacteries, 
15 virus, champignons ou parasites, en realisant la detection, et de preference 
la quantification, d'un complexe de reactions immunologiques entre chaque 
dit antigene vaccinal et respectivement chaque dit anticorps specifique 
dudit antigene vaccinal, eventuellement present dans un echantillon de 
serum humain a tester, comprenant: 

20 1- la mise en contact d'un seul et meme dit echantillon de serum a 

tester avec : 

- un meme support solide sur lequel est fixe une pluralite de dits 
antigenes vaccinaux correspondant a une pluralite d'agents pathogenes, et 
lesdits premier, deuxieme et de preference quatrieme antigenes de controle, 

25 - en presence d'au moins une dite seconde substance de detection 

reagissant avec au moins un dit anticorps specifique et ne reagissant pas 
avec l'un quelconque desdits antigenes vaccinaux, et 

2- au moins un dit controle de la reactivite de ladite deuxieme 
substance de detection a l'aide d'un dit premier antigene de controle et un 
30 dit controle de la presence d'anticorps antinucleaires a Taide d'au moins un 
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dit deuxieme antigene de controle, et le controle de la presence d'un serum 
humain dans ledit echantillon a tester, de preference a l'aide d'un dit 
quatrieme antigene de controle. 

De facon connue egalement, la quantification est realisee par 
5 comparaison du signal emis par le complexe de reaction antigene-anticorps- 
substance de detection du serum teste avec une courbe de reference 
obtenue par calibration a Taide de serums temoins contenant une 
concentration connue d'anticorps a detecter. 

On entend par "antigene vaccinal",un antigene susceptible de 
10 stimuler une reponse immunitaire du patient induisant la production 
d'anticorps seriques protecteurs,c'est a dire un anticorps se liant a l'agent 
pathogene de telle facon que l'organisme se trouve ainsi protege contre les 
effets pathogenes dudit agent. 

De preference, dans la methode selon l f invention, on utilise une 
15 meme dite premiere substance de detection pour la detection des differents 
anticorps specifiques des differents antigenes vaccinaux. 

De preference encore, et plus particulierement, on met en ceuvre une 
dite premiere substance de detection qui est une immunoglobuline anti- 
IgG, de preference une immunoglobuline de chevre ou de poulet. 

20 Dans un mode particulier de realisation, lesdits antigenes vaccinaux 

sont des antigenes des agents pathogenes choisis parmi les virus des 
oreillons, de la rubeole, de la rougeole, de la varicelle, de la poliomyelite, 
de la fievre jaune, de Tencephalite a tique, de l'hepatite A, de l'hepatite B, 
et les bacteries de la coqueluche Bordetella pertussis, du tetanos et de la 

25 diphterie. 

Avantageusement, on determine si la concentration de dit anticorps 
specifiques atteint un seuil a partir duquel ledit anticorps specifique a une 
action protectrice protegeant contre la maladie determinee par le 
pathogene. 
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Dans certains cas, il est en effet possible de determiner une 
concentration d'anticorps specifiques conferant une protection dans pres 
de 100% des personnes vaccinees, la determination de cette concentration 
(ou seuil) est faite par des etudes sero-epidemiologiques sur de vastes 
5 populations. 

Les methodes selon l'invention sont plus particulierement 
avantageuses lorsque qu'au moins un dit antigene microbien ou vaccinal est 
un antigene microbien corpusculaire constitue de microbe entier inactive 
ou fraction de microbe, notamment un antigene vaccinal sous forme de 
10 suspension virale de virus entiers vivants desactives. 

Les inventeurs ont en effet developpe une technologie par laquelle 
ce type d'antigene particulaire ou corpusculaire peut etre fixe sur le 
support solide par simple depose et adsorption physique ou liaison 
physico-chimique avec le support par une methode de preparation de 
15 support solide selon Pinvention comme il sera explicite ci-apres. Ces 
antigenes particulaires ou corpusculaires ont l'avantage d'etre 
particulierement bien visibles apres depot sur le support solide et, 
notamment, lors de la lecture de detection de reactions immunologiques 
eventuelles. 

20 On utilise done avantageusement, comme antigenes microbiens ou 

vaccinaux, des antigenes constitues de microbes entiers inactives ou de 
fractions ou fragments de microbes comprenant un ou plusieurs antigenes. 
II est en effet possible de fragmenter mecaniquement le microbe par 
agitation mecanique ou par sonication par exemple ou bien de fragmenter 

25 le microbe par un procede enzymatique afin d'en obtenir une fraction 
conservant les antigenes qui supportent la reaction serologique, objet de la 
presente invention. Les fractions ainsi obtenues sont separees ou encore 
purifiees des autres constituant du microbe et de son milieu de culture par 
un procede approprie, par exemple par centrifugation ou par filtration. On 

30 parle alors de fraction antigenique ou d'antigene purifie. Le microbe entier 
ou une quelconque fraction du microbe est appele ci-apres "antigene 
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particulate ou corpusculaire" en ce que le microbe entier ou une de ses 
fractions ne peut pas etre mis en solution par dissolution, mais uniquement 
en suspension dans un fluide approprie. 

Les microbes ou leur fraction ainsi deposes sont remarquablement 
5 nettement visibles en tant que particules individualisees par observation 
microscopique a Paide d'un microscope optique ou d'un microscope 
electronique par exemple. 

Techniquement, la serologie microbienne consiste a detecter dans le 
serum du patient une reaction antigene — anticorps dans laquelle l'antigene 

10 est represente par tout ou fraction de l'agent microbien infectieux a 
detecter et Fanticotps est represente par les immunoglobulines humaines 
ou animales specifiques dudit agent microbien infectieux presentes dans le 
serum du patient. Elle peut etre quantifiee en testant successivement une 
serie de dilutions croissantes de raison 2 ou de raison 10 du serum du 

15 patient a partir d'une premiere dilution au 1/16 ou bien au 1/50 du serum 
du patient. 

Dans un mode prefere de realisation, pour chaque detection et, le cas 
echeant, quantification d'un dit antigene vaccinal, on realise les mesures 
suivantes : 

20 1- une premiere mesure d'une premiere valeur representative de la 

quantite d'un premier element de marquage ou "marqueur", de preference 
la premiere valeur de l'intensite d'un signal emis par ledit premier element 
de marquage, de preference encore fluorescent, ledit premier element de 
marquage se fixant de maniere non specifique sur toute proteine dans la 

25 zone de depot dudit antigene vaccinal, et 

2- une deuxieme mesure d'une deuxieme valeur representative de la 
quantite d'un deuxieme element de marquage emettant un signal different 
dudit premier element de marquage et emettant un signal different, de 
preference une deuxieme valeur de l'intensite du signal emis par ce 
30 deuxieme element de marquage, de preference encore fluorescent a une 
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longueur d'onde d'excitation differente de celle dudit premier element de 
marquage fluorescent, ledit deuxieme element de marquage etant 1' element 
de marquage de ladite seconde substance de detection dudit antigene 
vaccinal, dans la zone de depot dudit antigene, et 

5 3- on calcule le rapport desdites premiere et deuxieme valeurs, et 

4- on compare la valeur dudit rapport a celle d'un rapport de 
reference obtenu avec une collection de serums de reference positifs et 
negatifs, permettant ainsi par comparaison de determiner la necessite ou 
non de vacciner la personne pour ledit antigene vaccinal selon la valeur du 
10 rapport desdites premiere et deuxieme valeurs. 

La presente invention fournit egalement une trousse de diagnostic 
utile pour la mise en oeuvre d'une methode selon Tinvention, caracterisee 
en ce qu'elle comprend : 

- au moins un dit support solide ,de preference un unique sur 
15 support solide , sur le(s)quel(s) sont fixes au moins un dit antigene 

microbien et le(s) dit(s) antigene(s) de controle, et 

- la (ou les) dite(s) substance(s) de detection et reactifs utiles pour la 
revelation des dits elements de element de marquage et le cas echeant 
desdits elements de marquage. 

20 De preference, une trousse selon l'invention, comprend : 

- un meme dit support solide sur lequel sont fixes par adsorption 
physique au moins un dit antigene corpusculaire et les dits antigenes de 
controle, et 

- Tune au moins d'une meme dite premiere ou deuxieme substance de 
25 detection pour detecter les differents antigenes microbiens. 

Avantageusement, dans les methodes et trousses de diagnostic selon 
l'invention, on utilise comme support solide une lame de verre ou en 
plastique, un tube de titrage ou un puits d'une plaque de microtitrage en 



WO 2005/064340 



26 



PCT/FR2004/003364 



plastique, et plus particulierement, comme support solide, on peut utiliser 
tout dispositif adapte a la manipulation de suspensions cellulaires et 
bacteriennes et notamment des tubes, des lames de verre ou de polymeres, 
des tubes "bijoux" ou des plaques rigides de microtitration en polyethylene, 
5 polystyrene, chlorure . 

Pour la mise en oeuvre d'une methode selon la presente invention, il 
est possible de prelever le serum par une ponction veineuse a F aiguille ou 
bien par prelevement de sang capillaire, notamment a partir du lobe de 
Foreille, de la pulpe du doigt, du talon, couple a un recueil sur un disque 
10 de papier filtre ou de preference directement dans un tampon permettant 
Pelution du serum. 

Selon une autre caracteristique avantageuse de la presente invention, 
on realise, apres un prelevement de sang capillaire dans un tube capillaire 
permettant de recueillir un volume connu de sang total, le recueil dudit 

15 echantillon dans un flacon contenant un volume connu d'un tampon 
d'elution. Cette modalite de recueil originale presente comme avantages sa 
rapidite (les recueil, elution, et dilution se faisant en une minute). Le fait 
que le serum est dilue a une concentration connue, notamment de 1/20 a 
1/100, est une securite de manipulation vis a vis du risque d'accidents 

20 d'exposition au sang tels que transmission de virus et autres pathogenes 
sanguins pour le preleveur. 

Par ailleurs, la presente invention permet la determination du statut 
vaccinal de la personne contre plusieurs simultanement contre plusieurs 
antigenes vaccinaux, sur un seul echantillon de serum' preleve par ponction 
25 capillaire, dans un laps de temps inferieur a 2 heures. 

Avantageusement, on recueille un volume determine de sang total a 
Taide d'un tube capillaire dans un flacon contenant un volume determine 
d'un tampon permettant Telution du serum, le serum etant alors de 
preference dilue a une concentration determinee, de preference de 1/100 a 
30 1/20, et Ton depose un volume determine de serum ainsi dilue sur les 
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differentes zones de depot desdits antigenes de controle et antigenes 
vaccinaux sur ledit support solide. 

Quelque soit le mode de recueil du sang, "prise de sang" ou 
"ponction capillaire", il convient dans un premier temps de separer le 
5 serum des globules sanguins .Dans le cas de la ponction capillaire, cette 
separation est realisee par une elution par un tampon d'elution, et c'est la 
produit de cette elution qui est mis en contact avec la lame. 

Et avantageusement done, la trousse selon Pinvention comprend un 
flacon comportant un volume determine d'un tampon d'elution pour le 
10 recueil d'un volume determine d'un echantillon de serum a tester. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
preparation d'un support solide sur lequel est fixe au moins un antigene 
choisi parmi un dit antigene microbien, de preference corpusculaire, un dit 
premier, un dit deuxieme, le cas echeant un dit troisieme, et de preference 

15 un dit quatrieme antigenes de controle permettant une detection par lecture 
automatisee a Paide d'une dite premiere et, le cas echeant, deuxieme 
substance de detection, utile dans une methode ou une trousse selon 
Pinvention, caracterisee en ce que Pon depose de facon robotisee lesdits 
antigenes microbiens, de preference corpusculaires, et antigenes de 

20 controle avec un robot de depot comprenant de preference une seringue, 
lesdits antigenes etant de preference associes a un colorant, de preference 
encore un colorant fluorescent sous forme de suspension a une 
concentration permettant leur visualisation apres depot a Paide dudit 
colorant, et permettant ainsi de verifier la fixation des dits antigenes sur 

25 ledit support solide. 

De preference, on depose de facon robotisee un dit antigene 
microbien et, le cas echeant, un dit deuxieme antigene de controle et, le cas 
echeant, un dit quatrieme antigene de controle, sous forme de suspension 
de corpuscules de cellules non confluentes, virus entiers ou bacteries 
30 entieres ou fractions de cellules ou bacteries. 
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Selon la presente invention, les inventeurs ont mis au point, apres de 
nombreux essais infructueux, des conditions de depot robotise d'antigenes 
microbiens ou vaccinaux corpusculaires (microbe entiet inactive ou 
fraction de microbe entier inactive) en suspension dans un milieu de depot. 
5 En effet, actuellement, on depose sur support solide, par les robots de 
depot, uniquement des solutions homogenes d'une ou de plusieurs 
molecules. Pour ce faire, la concentration de ces antigenes corpusculaires 
est calibree avant depot par comptage des particules microbiennes 
inactivees par « fluorescence activated cell sorting (FACS-scann) puis 

10 deposes de facon robotisee sur un support solide. La mise au point de ces 
depots calibres et robotises comporte la determination par des essais, de la 
concentration optimale pour chacun des antigenes testes, les 
concentrations infra-optimales donnant des depots indetectables, les 
concentrations supra-optimales entramant une sedimentation des antigenes 

15 corpusculaires de forte densite et de dimensions micrometriques tels que 
les bacteries entieres ou fractionnees en cours de depot et done une 
variation sensible de la quantite d'antigene depose. Enfin, les depots 
d'antigenes corpusculaires comportant de FADN microbien (bacterie, 
virus, parasites ou champignons microscopiques) sont calibres par 

20 application d'un colorant de preference fluorescent, notamment une 
molecule comme TAMCA qui se fixe de facon non specifique aux proteines 
contenues dans Fantigene ou une molecule intercalante qui se fixe de facon 
non specifique a FADN par intercalation dans la double helice. Cette 
derniere methode est utilisee de preference pour marquer les cellules 

25 utilisees comme temoin sur les lames. Les longueurs d'onde d'excitation et 
d'emission sont avantageusement choisies en fonction de celles utilisees 
par le fluorochrome marquant les immunoglobulines de detection. Ce 
marquage fluorescent, non specifique des antigenes peut etre realise avant 
leur depot par le robot de depot ou apres celui-ci. Le marqueur fluorescent 

30 est avantageusement choisi pour sa stabilite a la lumiere du jour. 

Plus particulierement, dans la methode de preparation de support 
solide selon l'invention, les antigenes de controle sous forme de suspension 
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de cellules sont calibres a une concentration de 10 7 a 10 9 cellules/ml, et 
lesdits agents de controle ou antigenes microbiens sous forme de 
suspensions de bacteries ou fractions de bacteries a une concentration de 
10 7 a 10 9 particules/ml et les suspensions de virus entiers a une 
5 concentration de 10 9 a 10 10 particules/ml. 

Avantageusement, on depose lesdits antigenes de controle et 
microbiens ou vaccinaux corpusculaires en melange avec un liant proteique, 
stabilisant la fixation sur ledit support solide. 

Plus particulierement, ledit liant proteique est choisi parmi le 

10 melange organique complexe forme par le jaune d'ceufs, de la gelatine, de 

Talbumine de serum de bovin ou une IgG polyclonale non humaine, de 
preference de chevre. 

Ces Hants proteiques fonctionnent comme une colle biologique dudit 
antigene sur le support solide; 

15 Les differents Hants ont ete testes sur lame de verre et on a 

determine les concentrations optimales de mise en oeuvre. On peut 
notamment utiliser Talbumine serique bovine a une concentration finale 
(volume pour volume) de 1 a 5%, une suspension de jaune d f oeuf a une 
concentration finale de 1 a 10% et ladite IgG caprine a une concentration 

20 finale de 25 a 75%. 

Les inventeurs ont remarque au cours de differents essais realises, 
que certains antigenes lies par de l'oeuf ou de Falbumine bovine etaient 
laves lors des etapes de lavage mais que les immunoglobulines humaines 
IgG introduites comme controle restaient invariablement fixees sur la lame 

25 de verre. Les inventeurs en ont deduit que les immunoglobulines de classe 
G se fixaient a la lame de verre d'une facon telle qu'elles supportaient les 
etapes de lavage et ont forme Phypothese que ces IgG permettraient done 
de fixer egalement sous des conditions appropriees certains antigenes 
vaccinaux. Les inventeurs ont done utiliser des IgG d'une autre espece que 

30 l'homme, afin de ne pas interferer dans les tests serologiques et les auteurs 
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oat ainsi determine les proprietes remat quables des IgG de chevre a titre 
de colle biologique permettant de fixer les antigenes particulates, 
notamment les antigenes vaccinaux particulates ou corpusculaires. 

De preference et plus patticulierement, ledit antigene vaccinal 
5 corpusculaire est depose sur ledit support solide constitue dune lame de 
verre, en melange avec une immunoglobuline de type IgG polyclonale de 
chevre. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
preparation d'un support solide, caracterisee en ce que Ton realise un 

10 lavage prealable du dit support solide avec une solution d'un melange 
ethanol/acetone, de preference a 50/50, puis on depose et on stabilise la 
fixation des dits antigenes par adsorption physique sur ledit support solide 
par un traitement avec de Palcool, de preference methanol ou ethanol, 
alcool que Ton elimine ensuite et, de preference, on verifie la fixation des 

15 dits antigenes par coloration, notamment par un marquage fluorescent non 
specifique des proteines ou de PADN tel qu'explicite ci-dessus. 

Cette solution de prelavage permet de nettoyer le support de toute 
trace de substance de detection ou autre residuelle et, notamment, eliminer 
toute fluorescence, tout en conservant la faculte d'adsorption physique du 
20 support vis a vis des dits antigenes deposees ensuite. 

Le traitement de stabilisation a l'alcool permet de stabiliser la 
fixation par adsorption physique aussi bien des proteines, telles que IgG, 
que des antigenes particulaires. 

La determination du lavage prealable approprie du support solide, 
25 notamment de la lame de verre a donne lieu a de nombreux essais. Ce 
traitement a pour objectif de nettoyer parfaitement ce support pour 
eliminer les artefacts fluorescents tout en preservant la fixation ulterieure 
des antigenes de facon compatible avec leur mode de conservation mais, 
aussi, en preservant sinon Tintegrite au moins la reactivite immunologique 
30 des antigenes. II a ete montre, apres de nombreuses recherches 
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infructueuses, que le tillage et le nettoyage des lames en phase aqueuse ne 
petmetttaient pas une fixation ulterieure des antigenes a deposer ; il en 
allait de meme pour le rincage a base de molecules tensio-actives comme le 
Tween 20. Le nettoyage avec des alcools n'etait pas suffisant pout retire* la 
5 plupart des artefacts fluorescents. C'est done au terme de ces multiples 
essais qu ? a ete optimise un protocole de nettoyage de support solide, 
notamment de la lame de verre, par un melange ethanol 50 % - acetone 50 
% puis sechage a Fair. 

Toutefois, meme dans ce cas, il reste avantageux de completer la 
10 fixation par adsorption physique par un traitement de reticulation, 
notamment par traitement chimique avec un agent bi-fonctionnel de 
couplage covalent tel que le glutaraldehyde ou des derives diacides actives, 
notamment de Tacide succinimique, connus de l'homme de Tart pour 
assurer des pontages covalents entre lesdits antigenes de controle et 
15 microbiens avec le support solide. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre qui font reference 
aux figures 1 a 3. 

La figure 1 represente une lame coloree par un colorant fluorescent, 
20 permettant de visualiser Pensemble des 8 antigenes deposes, cellules HL60, 

Staphylococcus aureus, Coxiella burnetii, Legionella pneumophila, Bartonella 
henselae, Bartonella quintana, Bartonella vinsonii subsp. berkoffii, et Bartonella 
eli^abethae a l f exemple 3. 

La figure 2 est un schema indiquant le plan des depots d'antigenes 
25 sur une lame utilisee a Texemple 4. 

La figure 3 est Timage de la lame de Texemple 4 et de la figure 5, 
apres incubation avec quatre serum, obtenus a 350 nanometres (coloration 
fluorescente non specifique avec marquage fluorescent non specifique des 
proteines a l'AMCA et de l'ADN au colorant HOESCHT 332-42 
30 conformement a Texemple 4. 
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Exemple 1 : Depot de dits deuxieme et quatrieme antigen.es sur 
support solide. 

Les cellules HL60 (N° ATCC CCL 240) sont des cellules 
fibroblastiques humaines en lignee continue utilisees pour la detection des 
5 anticorps anti-nucleaires. Apres culture et production selon les protocoles 
habituels, on a quantifie la concentration des cellules HL 60 a Faide d'un 
compteur de cellules (Microcytes® BPC / Yeast, BioDETECT AS, Olso, 
Norvege) et cette concentration a ete rapportee a 10 8 cellules / mL dans un 
tampon BPS sterile, pH= 7,4 pour obtenir une suspension de cellules non 
10 confluentes pouvant etre deposees par robot de depot. 

Staphylococcus aureus (n° de depot ATCC 29213) a ete cultive sur 
gelose a 5% de sang de mouton, puis recolte dans un tampon PBS sterile 
contenant 0,1% d'azide de sodium. L'inoculum a ete mesure a Taide du 
meme compteur de cellules et calibre a 10 9 bacteries /mL qui est la 
15 concentration optimum compte tenu des contraintes d'absence de 
sedimentation en cours de depot et d'un depot en quantite suffisante de 
particules staphylococciques puis conserve par congelation a - 80°C. 

On a depose ces cellules HL60 et des bacteries Staphylococcus aureus a 
une concentration de 10 9 CFU/mL determinee par FACS-scan 

20 (Microcytes®) des lames en verre (Reference LLR2-45, CML, Nemours, 
France). Les cellules et les bacteries ont ete deposees sur le support solide 
a Faide d'un robot de depot (Arrayer 427 ™, Affymetrix, MWG Biotech 
SA, Courtaboeuf, France). Les depots ont ete seches a Fair pendant 30 
minutes dans Fenceinte du "spotter", puis fixes dans un bain de methanol a 

25 100 % pendant 10 minutes, puis seches a nouveau a Fair libre. L'efficacite 
du depot robotise sur les lames, apres la fixation a Fethanol et apres les 
bains necessites par la reaction d'immuno fluorescence indirecte suivante, a 
ete verifiee avec succes par la coloration par le colorant fluorescent 
Hoescht 333-42 qui est excite a 350 nanometres et qui emet a 460 

30 nanometres (Molecular Probes). La figure 1 illustre le depot robotise de 6 
colonnes de 6 depots chacune de Staphylococcus aureus. 
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Exemple 2 : depot de dits premier antigene (IgG) et troisieme 
antigene (IgM) sur support solide 

Des immunoglobulines humaines de classe G y-specifiques (IgG) 
(Serotec, Cergy Saint-Christophe, France) diluees a une concentration de 
5 5mg/mL, et des immunoglobulines de classe M y-specifiques (IgM 
(Serotec) diluees a une concentration de 10 mg/mL pour obtenir des spots 
bien homogenes, ont ete deposees de fa9on robotisee a Paide d'un robot de 
depot (mo dele 427, Arrayer, Affymetrix, Inc., CA) sur un support solide 
constitue d'une lame de verre (Reference LLR2-45, CML, Nemours, 
10 France). 

Les depots ont ete realises par transfert de la suspension d'antigene 
d'un puit de plaque de microtitration contenant 25 jaL de suspension, sous 
un volume de 1 mL depose, a 25°C et 55 % d'humidite dans Penceinte du 
robot de depot. Ces conditions ont ete controlees par un thermo- 

15 hygrometre. Les depots d'une dimension de 200 jam ont ete seches a Pair 
pendant 30 minutes a 37°C dans Penceinte du robot de depot, puis fixes 
dans un bain d'ethanol a 100% pendant 10 minutes, puis seches a nouveau 
a Pair libre. L'efficacite du depot robotise puis de la fixation a Pethanol 
apres les bains necessites par la reaction d'immunofluorescence indirecte a 

20 ete verifiee par la technique d'immunofluorescence indirecte. 

10 serums humains contenant des facteurs rhumatoi'des et 10 serums 
humains ne contenant pas de facteurs rhumatoides (controles negatifs) 
pour Pimmunodetection des facteurs rhumatoides, [detection qualitative 
par un test d'agglutination de billes de latex sensibilisees (Rhumalatex 

25 Fumouze®, Laboratoires Fumouze, Levallois-Perret France)] et ont ete 
deposes chacun sur un depot d'IgG sous trois dilutions chacun, 1 :32, 1 :64 
et 1 :128. Apres un premier lavage, une reaction d'immunofluorescence 
indirecte a ete realisee en utilisant une immunoglobuline de chevre 
(reference A-11013, Molecular Probes, Eugene, USA) a titre d'anticorps 

30 secondaire anti-IgM humaines, couplee a PAlexa 488 qui est une molecule 
fluorescente excitee a 488 nanometres et emettant a 540 nanometres et en 
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utilisant la meme immunoglobuline couple a l'Axa 594 (A-21216, Molecular 
Probes, Eugene, USA) qui est une molecule fluorescente excitee a 594 
nanometres et emettant a 640 nanometres dans une deuxieme experience. 
La lecture de la reaction a ete faite au microscope a fluorescence et a 
5 montre une detection fluorescente dans tous les serums contenant des 
facteurs rhumatoides sous forme d'un spot tres brillant pour chacune des 3 
dilutions testees au niveau des depots d } Ig x et aucune fluorescence dans les 
serums ne contenant pas ces facteurs. 

Get exemple illustre egalement qu'il est possible de realiser un depot 
10 robotise d'IgG et d'IgM humaines sur un support solide dans des 
conditions compatibles avec la realisation d'une reaction 
d'immunofluorescence indirecte pour la detection de facteurs rhumatoides. 
Egalement, cet exemple illustre qu'il est possible de realiser la detection de 
facteurs rhumatoides par une technique d'immunofluorescence indirecte. 

15 Trois concentrations d'IgM ont ete deposees de haut en bas : 10 

mg/ml, 1 mg/ml et 0,2 mg/ ml, six depots ont ete realises par 
concentration. La concentration de lOmg/ml permet d'obtenir les spots les 
plus homogenes. 

Exemple 3 : Un diagnostic serologique d'infection a Coxiella burnetii 
20 a ete realise selon le procede decrit dans la presente invention 

Pour la realisation des differents tests serologiques, 8 antigenes ont 
ete utilises : Cellules HL 60 (a titre de dit deuxieme antigene), Staphylococcus 
aureus (a titre de dit quatrieme antigene), IgG humaines (a titre de dit 
premier antigene) et Coxiella burnetii Nine Mile, phase II (N° A.T.C.C. VR 
25 616), Legionella pneumophila, Bartonella henselae, Bartonella quintana, Bartonella 
vinsonii subsp. berkoffii, et Bartonella eli^abethae (a titre de dit antigenes 
microbiens). 

Apres culture et production selon les protocoles habituels, on a. 
quantifie la concentration des cellules HL 60 a Paide d'un compteur de 
30 cellules (Microcytes® BPC / Yeast, BioDETECT AS, Olso, Norvege) et 
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cette concentration a ete rapportee a 10 7 cellules / mL dans un tampon 
BPS sterile, pH= 7,4 pout obtenir une suspension de cellules non 
confluentes deposable pat robot de depot. Ces cellules ont ete conservees 
dans de Pethanol 100 % a + 4°C avant leur depot robotise. 

5 Staphylococcus aureus 2l ete cultive sur gelose a 5 % de sang de mouton 

puis recolte dans un tampon PBS sterile contenant 0,1 % d'acide de 
sodium. L'inoculum a ete mesure a Paide du me me compteur de cellules et 
calibre a 10 9 bacteries/mL puis conserve par congelation a — 80°C. 

Des immunoglobulines humaines de classe G (IgG) (Serotec, Cergy 
10 Saint-Christophe, France) ont ete diluees extemporanement a une 
concentration de 5mg/Ml. 

Enfin, la bacterie Coxiella burnetii Nine Mile phase II a ete cultivee 
sur support cellulaire et purifiee selon les protocoles habituels et quantifiee 
par le compteur Microcyte® afin de standardiser sa concentration a 10 9 
15 bacteries/mL qui est la concentration optimum compte tenu des 
contraintes d'absence de sedimentation en cours de depot et d'un depot en 
quantite suffisante des particules bacteriennes. Get antigene a ete conserve 
a -80°C dans un tampon PBS, 0,1 % acide de sodium. 

Ces 4 antigenes ont ete deposes sur le support solide (Reference 
20 LLR2-45, CML, Nemours, France) a l'aide d'un robot de depot (Arrayer 
427 ™, Affymetrix, MWG Biotech SA, Courtaboeuf, France). 

Le support solide consistait en une lame de verre prealablement 
nettoyee par un melange ethanol 50 % - acetone 50 % puis sechee a Pair 
ambiant. Les depots ont ete seches a Pair pendant 30 minutes dans 

25 Penceinte du robot de depot, puis fixes dans un bain de methanol a 100 % 
pendant 10 minutes, puis seches a nouveau a Pair libre. Les depots ont ete 
realises par transfert de la suspension d'antigene d'un puit de plaque de 
microtitration contenant 25 uL de suspension, sous un volume de 1 mL 
depose, a 25°C et 55 % d'humidite dans Penceinte du robot de depot. Ces 

30 conditions ont ete controlees par un thermo-hygrometre. Les depots d'une 
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dimension de 200 jam ont ete seches a Pair pendant 30 minutes a 37°C dans 
l'enceinte du robot de depot, puis fixes dans un bain de methanol a 100% 
pendant 10 minutes, puis seches a nouveau a Fair libre. 

Pour realiser le test serologique, 5 serums humains contenant des 
5 facteurs rhumatoides, 5 serums humains contenant des anticorps anti- 
nucleaires, 10 serums humains presentant a la fois des anticorps de type 
IgG anti- Coxie //a burnetii phase II a un titre > 1 :200 et des anticorps de 
type IgM anti-Coxiella burnetii phase II a un titre > 1 :50 et 10 serums 
humains temoins negatifs ne contenant aucun de ces 3 types d'anticorps 
10 ont ete utilises et ont ete deposes chacun sur un depot d'IgG sous trois 
dilutions chacun, 1 :32, 1 :64 et 1 :128. 

Apres un premier lavage, des reactions d'immunofluorescence 
indirecte ont ete realisees utilisant : 

- un premier anticorps secondaire constitue d'une immunoglobuline 
15 de chevre anti IgM humaines, couple a l'Alexa 488 (A-11013, Molecular 

Probes, Eugene, USA) qui est une molecule fluorescente excitee a 488 
nanometres et emettant a 540 nanometres, et 

- un second anticorps secondaire constitue d'une immunoglobuline 
de chevre anti IgG humaines couplee a Pelement de marquage Alexa 594 

20 (A-21216, Molecular Probes, Eugene, USA) qui est une molecule 
fluorescente excitee a 594 nanometres et emettant a 640 nanometres dans 
une deuxieme experience. 

Ces reactions ont ete realisees a temperature ambiante, dans une 
enceinte humide, comportant 15 minutes d'incubation avec le serum a 
25 tester, suivies d'un lavage au tampon PBS sterile puis d'une incubation de 5 
minutes avec les anticorps conjugues, avant un deuxieme rinfage. La 
lecture des reactions a ete faite au microscope a fluorescence et a donne 
lieu a des enregistrements numerises des spots. Au cours de ce test : 
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- les 30 sera ou serums humains ont "allume" le depot de S. aureus, 
c'est-a-dire reagi avec ledit quatrieme antigene et ladite immunoglobuline 
de chevre anti IgG couplee a l'Alexa 594, 

- seuls les serums contenant de facteurs rhumatoides ont "allume" le 
5 depot d'IgG lors de la lecture du marqueur Alexa 488 de ladite 

immunoglobuline anti IgM, 

- seuls les serums contenant des anticorps anti-nucleaires ont 
"allume" le depot de cellules HL60 lors de la lecture avec ladite seconde 
substance de detection anti IgG couplee a l'Alexa 594, et 

10 - seuls les serums contenant des anticorps contre C. burnetii ont 

"allume" le depot de C. burnetii lors de la lecture avec Tune quelconque des 
deux substances de detection anti IgM et anti IgG, 

- toutes les reactions utilisant les anticorps secondaires conjugues 
anti IgG ont "allume" le depot IgG. 

15 Les titres observes d'anticorps anti-C. burnetii etaient concordants 

avec ceux retrouves par la methode referencee (Micro-immunofluorescence 
indirecte) [ Dupont HT. Thirion X, Raoult D. O fever serology: cutoff 
determination for microimmunofluorescence. Clin Diagn Lab Immunol. 
1994;1:189-96]. 

20 La figure 4 represente une lame coloree par le colorant fluorescent 

Hoescht 333-42 qui est excite a 350 nanometres et qui emet a 460 
nanometres (Molecular Probes), permettant de visualiser l'ensemble de 8 
antigenes deposes, cellules HL60, Staphylococcus aureus, Coxiella burnetii, 
l^egionella pneumophila, Bartonella henselae, Bartonella quintana, Bartonella 

25 vinsonii subsp. berkoffii, et Bartonella eli^abethae. Ces differents antigenes ont 
ete deposes dans les memes conditions que Coxiella, decrites ci-dessus. 



Exemple 4 : Determination du statut vaccinal de personnes. 
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On a mis au point une lame de verte pout la determination du statut 
vaccinal des personnes comportant un total de 8 depots d'antigenes 
comportant 3 depots de controles et 5 depots d'antigenes vaccinaux sur 
une meme lame, repartis en 2 colonnes. Les modalites de depot et 
5 d'utilisation des 3 depots consoles comportant Staphylococcus aureus, IgG 
et cellules HL-60 ont ete exposes dans les exemples 1 et 2 ci-dessus. 

Les depots d'antigenes vaccinaux ont ete realises sous forme de 
suspension virale de virus entiers vivants inactives deposes a une 
concentration de 10 9 ou 10 10 particules/ml en melange avec une IgG 
10 caprine a une concentration de 25 a 75% (volume pour volume) et suivant 
les modalites suivantes : 

(1) antigene rubeole : il s'agit de la souche hpv-77 (microbix 
Biosystems, Inc., Toronto, Ontario, Canada) fournie sous forme d'une 
suspension virale inactivee a concentration proteique de 0, 51 mg/ml . Cet 

15 antigene a ete concentre 10 fois par centrifugation avant son depot sous un 
volume de 45 jliL d'antigene et 5 jliL d'immunoglobulines IgG de chevre 
titrant a 10 mg/ml (reference 15256, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, 
France), colorees par 2 u.L d'amino methyl coumarin acetyl 
(AMCA) (Molecular Probes, Interchim, Montlucon, France). 

20 L'AMCA se fixe de facon non specifique aux proteines de cet 

antigene et permet done de verifier le depot de Tantigene sur le support 
solide par adsorption physique. II est excite a une meme longueur d'onde 
de 350 nm que le colorant Hoescht 333-42. 

(2) antigene rougeole : il s'agit de la souche Edmonston (Microbix 
25 Biosystems, Inc.) fournie sous forme d'une suspension de particules virales 

inactivees a une concentration proteique de 1,95 mg/ml qui a ete 
concentree 5 fois par centrifugation avant son depot sous un volume de 45 
|liL d'antigene et 5 jliL d'immunoglobuline IgG de chevre coloree a TAMCA. 

(3) Antigene oreillons : il s'agit de la souche Enders (societe 
30 microbix-biosystem incorporated) titrant a une concentration proteique de 



WO 2005/064340 



39 



PCT/FR2004/003364 



1,8 jug/ml et deposee sous un volume de 45 \xL d'antigene et 5 uJL 
d'immunoglobiline IgG de chevre marques a PAMCA. 

(4) anatoxine diphterique (reference FA 150934, Aventis Pasteur 
Vaccins) titrant a une concentration proteique de 18,9 mg/ml et concentree 

5 10 fois avant son depot sous un volume de 45 jaL d'antigene et 5 u.L 
d'immunoglobulines IgG de chevre marquees a l'AMCA, 

(5) anatoxine tetanique (reference J001, Aventis Pasteur vaccins) 
titrant a une concentration de 80 UI/mL et deposee pure sous un volume 
de 45 uX, d'antigene et 5 \xL d'immunoglobuline IgG de chevre marquees a 

10 l'AMCA. 

Les depots d'antigenes ont ete realises sous un volume de 1 nl par un 
ff spotter M de marque Affymetrix®, de modele Arrayer 427. Apres sechage, 
les lames ainsi preparees ont servi de support a une reaction 
d'immunofluorescence indirecte pour la detection des IgG specifiques des 
15 antigenes vaccinaux dans le serum des personnes selon le protocole suivant 

- dans une premiere etape, 5 jaL de serum preleve par ponction 
veineuse ou par ponction capillaire, sont mis en contact et incubes avec la 
lame au niveau des differents antigenes vaccinaux et antigenes de 

20 controles, par un automate d'incubation. 

- dans une deuxieme etape, l'automate rince la lame afin d'eliminer le 
serum teste et realise une incubation avec Panticorps de detection anti-IgG 
humaines conjugue a la fluoresceine qui est excitee a une longueur d'onde 
de 488 nm (reference Star 106 F, Serotec, France), 

25 - dans une troisieme etape, Tautomate rince la lame afin d'eliminer 

Panticorps de detection conjugue, et seche la lame, 

- dans une quatrieme etape, la lame ainsi traitee est retiree de 
Pautomate d'incubation et placee dans la chambre de lecture d'un lecteur 
automatique de fluorescence. Ce lecteur realise successivement deux 
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lectures, une a. 350 nm qui est la longueur d'onde d'emission du colorant 
AMCA puis une deuxieme lecture a 488 nm qui est la longueur d'onde 
d'emission de la fluoresceine de Panticorps de detection, 

- dans une cinquieme etape, ces donnees sont transmises a un 
5 logiciel afin d'etre converties en intensite de fluorescence a 350 nm et a 

488 nm pour chacun des depots, 

- dans un sixieme etape, le logiciel analyse les niveaux de 
fluorescence des controles et verifie successivement 

. la presence de fluorescence pour le depot Staphylococcus 
10 aureus pour verifier la presence du serum a tester ; 

. la presence de fluorescence du depot d'IgG pour verifier la 
qualite de la reaction impliquant Panticorps de detection conjugue ; 

. Pabsence de fluorescence du depot de cellules HL60 pour 
verifier la presence ou Pabsence d'anticorps anti-nucleaires dans le serum a 
15 tester. 

- dans une septieme etape, le logiciel calcule le ratio de fluorescence 
488/350 pour chacun des depots d'antigenes vaccinaux et compare pour 
chaque depot d'antigene vaccinal cette valeur a une courbe de ratio 
prealablement etablie pour chaque antigene vaccinal a Paide de serums 

20 temoins positifs possedant des anticorps specifiques a une concentration 
connue par une methode de reference et de serums negatifs ne possedant 
pas d'anticorps specifiques detectables par une methode de reference, 

La fluorescence a 350 nn qui resulte de Pexcitation de marqueurs 
non-specifiques qui se fixent de facpon non~specifique soit a PADN soit aux 
25 proteines des antigenes vaccinaux. La quantite de fluorescence emise par 
les depots d'antigenes a 350 nn est proportionnelle a la quantite 
d'antigenes effectivement presents dans le depot, de sorte que cette 
fluorescence a 350 nn est une mesure dependant de la quantite d'antigenes 
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presente dans le depot. La quantite de fluorescence a 350 nn est utilisee 
par le logiciel 

. d'une part pour reperer la position topographique des depots 
d'antigenes sur la lame et 

5 . d'autre part pour en quantifier la surface exacte et done les 

contours afin de ne pas incorporer des artefacts de fluorescence qui 
seraient situes en dehors de ces spots, et 

. enfin, pour ponderer la fluorescence a 488 nn. Cette 
deuxieme longueur d'onde de 488 nn, resulte de Fexcitation du marqueur 

10 de l'Immunoglobuline G de detection. La quantite de fluorescence a 488 nn 
est en relation avec la quantite d'Immunoglobuline G specifique presente 
dans le spot du serum du patient a tester. La fluorescence a 488 nn (et 
done la fixation des Immunoglobulines G) depend de la quantite 
d'antigenes qui ont ete deposes. En effet, si Ton depose tres peu 

15 d'antigene, la quantite d'Immunoglobuline specifique fixee va etre faible et 
done le niveau de fluorescence a 488 va etre faible. C'est pourquoi la 
quantite de fluorescence a 488 nn est ponderee pour chacun des spots 
d'antigenes vaccinaux par la quantite de fluorescence a 350 nn et le ratio 
des fluorescences exprimant la quantite d'IgG specifiques presente dans le 

20 serum teste. 

dans une derniere etape, le logiciel interprete par comparaison 
des ratios de fluorescence 488/350 mesures avec les serums testes avec 
ceux obtenus avec une collection de serums de references positifs et 
negatifs pour chacun qui ont permis d'etablir les courbes de reference, 
25 Tensemble de ces donnees pour indiquer la liste des antigenes vaccinaux 
contre lesquels le serum teste possede des anticorps specifiques, et done le 
statut vaccinal de la personne. 

Ainsi, dans cet exemple on a teste quatre serums preleves chez 
quatre patients differents pour rechercher la presence d'anticorps de classe 
30 IgG contre les antigenes vaccinaux de la rougeole, de la rubeole, des 
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oreillons, de la diphterie et du tetanos. La valeur seuil du ratio de 
fluorescence a ete determinee pour chacun de ces 5 antigenes vaccinaux. 

Les tableaux 1A, IB, 1C et ID montrent les ratios de 
fluorescence pour chacun des 4 serums testes, respectivement. 

5 La lecture des tableaux 1A a 1C indique que : 

- le serum n°l est : 

positif pour la presence d'anticorps anti-anatoxine 
diphterique (ratio de fluorescence > 1, valeur seuil), 

. positif pour la presence d'anticorps anti-anatoxine tetanique 
10 (ratio de fluorescence > 0,05, valeur seuil), 

. negatif pour la presence d'anticorps anti-rubeole (ratio de 
fluorescence < 0,1, valeur seuil), 

. positif pour la presence d'anticorps anti-rougeole (ratio de 
fluorescence > 0,1, valeur seuil), et 

15 . positif pour la presence d'anticorps anti-oreillons (ratio de 

fluorescence > 0,11, valeur seuil) ; 

- le serum n°2 est : 

positif pour la presence d'anticorps anti-anatoxine 
diphterique (ratio de fluorescence > 1, valeur seuil), 

20 . positif pour la presence d'anticorps anti-anatoxine tetanique 

(ratio de fluorescence > 0,05, valeur seuil), 

positif pour la presence d'anticorps anti-rubeole (ratio de 
fluorescence > 0,1, valeur seuil), 

. positif pour la presence d'anticorps anti-rougeole (ratio de 
25 fluorescence > 0,1, valeur seuil), et 
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. positif pour la presence d'anticorps anti-oreillons (ratio de 
fluorescence > 0,11, valeur seuil) ; 

- le serum n°3 est : 

negatif pour la presence d'anticorps anti-anatoxine 
5 diphterique (ratio de fluorescence < 1, valeur seuil), 

. negatif pour la presence d'anticorps anti-anatoxine tetanique 
(ratio de fluorescence < 0,05, valeur seuil), 

. negatif pour la presence d'anticorps anti-rubeole (ratio de 
fluorescence < 0,1, valeur seuil), 

10 . positif pour la presence d'anticorps anti-rougeole (ratio de 

fluorescence > 0,1, valeur seuil), et 

. negatif pour la presence d'anticorps anti-oreillons (ratio de 
fluorescence < 0,11, valeur seuil) ; 

- le serum n°4 est : 

15 . negatif pour la presence d'anticorps anti-anatoxine 

diphterique (ratio de fluorescence < 1, valeur seuil), 

. negatif pour la presence d'anticorps anti-anatoxine tetanique 
(ratio de fluorescence < 0,05, valeur seuil), 

.positif pour la presence d'anticorps anti-rubeole (ratio de 
20 fluorescence > 0,1, valeur seuil), 

. negatif pour la presence d'anticorps anti-rougeole (ratio de 
fluorescence < 0,1, valeur seuil), et 



. negatif pour la presence d'anticorps anti-oreillons (ratio de 
fluorescence egale a 0,11, valeur seuil). 
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La figure 2 est un schema indiquant le plan des depots 
d'antigenes sui la lame vaccin. 

La figure 3 est Timage de cette lame apres incubation avec les 
4 serums cites ci-dessus ? obtenue a 350 nm (coloration fluorescente non 
5 specifique apres marquage fluorescent non-specifique des proteines a 
l'AMCA et de l'ADN au colorant Hoescht 332-42). Cette image permet de 
controler la presence de chacun des depots d'antigene de controle et 
vaccinaux. 

Sur les figures 2 et 3, apparait un spot (zone de depot) IgM qui n'est 
10 pas utile dans les tests realises. 

Tableau 1A 



Serum N° 1 



Numero 


Abscisse 


Ordonnee 


Surface 


Fluorescence 
350 


Ratio 
F350/F488 


Fluorescence 
488 


SA 


240 


127 


1228 


44238 


1,274 


56359 


IRG 


238 


195 


1198 


54695 


0,902 


49335 


Diphterie 


238 


263 


1203 


44069 


1,691 


74521 


Rubeole 


235 


332 


1117 


56298 


0,075 


4222 


HL 


309 


123 


452 


9652 


0,458 


4421 


IgM 


306 


197 


918 


18369 


0,183 


3362 


Tetanos 


304 


266 


842 


26512 


0,078 


2068 


Rougeole 


303 


334 


1104 


37075 


0,13 


4820 


Oreillon 


302 


401 


1038 


29978 


0,118 


3537 



Tableau IB 



Serum N° 2 



Numero 


Abscisse 


Ordonnee 


Surface 


Fluorescence 
350 


Ratio 
F488/ F350 


Fluorescence 
488 


SA 


249 


109 


1199 


41653 


1,839 


76600 


IgG 


250 


177 


1255 


49420 


1,263 


62417 


Diphterie 


251 


247 


1176 


39874 


2,350 


93704 


Rubeole 


251 


313 


1173 


50395 


0,108 


5443 


HL 


316 


106 


537 


10853 


0,627 


6805 


IgM 


318 


176 


895 


15917 


0,249 


3963 


Tetanos 


321 


244 


834 


21013 


0,357 


7502 


Rougeole 


319 


314 


1164 


39486 


0,118 


4659 


Oreillon 


320 


382 


1079 ; 


31342 


0,120 


3761 
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Tableau 1C 



Serum N° 3 



Numero 


Abscisse 


Ordonnee 


Surface 


Fluorescence 
350 


Ratio 
F488/F350 


Fluorescence 
488 


SA 


210 


85 


1175 


34462 


1,981 


68269 


IgG 


210 


153 


1293 


47678 


1,561 


74425 


Diphterie 


210 


220 


1255 


54523 


0,342 


18647 


Rubeole 


209 


288 


1172 


49101 


0,073 


3584 


HL 


278 


78 


474 


9180 


0,740 


6793 


IgM 


278 


151 


943 


15225 


0,335 


5100 


Tetanos 


278 


220 


848 


24553 


0,046 


1129 


Rougeole 


278 


288 


1178 


34879 


0,153 


5336 


Oreillon 


278 


357 


1123 


26949 


0,095 


2560 



Tableau ID 



Serum N° 4 



Numero 


Abscisse 


Ordonnee 


Surface 


Fluorescence 
350 


Ratio 
F488/F350 


Fluorescence 
488 


SA 


240 


110 


1202 


40889 


1,093 


44692 


IgG 


240 


177 


1269 


53557 


1,123 


60145 


Diphterie 


242 


246 


1253 


56284 


0,316 


17786 


Rubeole 


241 


314 


1106 


43970 


0,107 


4705 


HL 


308 


106 


533 


9932 


0,797 


7916 


IrM 


308 


178 


926 


17540 


0,309 


5420 


Tetanos 


309 


244 


838 


29892 


0,049 


1465 


Rougeole 


309 


314 


1174 


41689 


0,093 


3877 


Oreillon 


310 


382 


1044 


29666 


0,110 


3263 
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REVINDICATIONS 

1. Methode de diagnostic serologique in vitro d'agent microbien 
pat immunodetection dans laquelle on detecte la presence et, de 
preference, on dose la quantite d'immunoglobulines de patient des deux 
5 classes M et G ou seulement de la classe G specifiques d'un antigene 
microbien caracteristique dudit agent microbien, dans un echantillon de 
serum du patient a tester, par detection et, de preference, quantification 
d'un complexe de reaction immunologique entre ledit antigene microbien a 
detecter et une dite immunoglobuline specifique de classe M pour le dosage 
10 d'IgM, et/ou respectivement une dite immunoglobuline de classe G pour le 
dosage d'IgG, a Taide d'une premiere substance de detection et/ou 
respectivement seconde substance de detection, de preference un 
anticorps, ne reagissant qu'avec une dite immunoglobuline de Tespece du 
patient de classe M et/ou respectivement G, caracterisee en ce que : 

15 1/- on realise les etapes dans lesquelles : 

■ on met en contact ledit echantillon de serum a tester avec lesdites 
premiere et seconde substances de detection ou seulement ladite seconde 
substance de detection et au moins un support solide sur lequel ont ete 
fixes les antigenes suivants : 

20 - un premier antigene de controle correspondant a une 

immunoglobuline non specifique de classe G de Tespece du patient, et 

- un deuxieme antigene de controle comprenant des complexes 
ADN/histones, de preference tout ou partie de cellules nucleees 
comprenant des noyaux de cellules nucleees, de preference encore des 
25 cellules en lignee continue, et 

le cas echeant, un troisieme antigene de controle 
correspondant a une immunoglobuline non specifique de classe M de 
l'espece du patient; la presence dudit troisieme antigene de controle etant 
necessaire en cas de dosage d'IgM, et 
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- au moins un dit antigene microbien et 

■ on realise une serie de controles comprenant: 

a- le controle de la reactivite de ladite deuxieme substance de 
detection en verifiant si ledit premier antigene de controle reagit avec 
5 ladite deuxieme substance de detection, et le cas echeant le controle de la 
presence de facteurs thumatoides dans ledit echantillon de serum en 
verifiant si le premier antigene de controle reagit avec ledit echantillon de 
serum et ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d ? IgM, 

b- le controle de la presence d'anticorps antinucleaires dans 
10 ledit echantillon de serum a tester en verifiant si ledit deuxieme antigene 
de controle reagit avec ledit echantillon de serum et la seconde substance 
de detection, 

c- le controle de la reactivite de ladite premiere substance de 
detection en verifiant si ledit troisieme antigene de controle reagit avec 
15 ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d'IgM, et 

d- le controle de la presence d'un serum humain dans 
l'echantillon a tester, et 

2/- on ne prend en compte le resultat d'une reaction entre ledit 
antigene microbien, ledit echantillon de serum et une dite substance de 
20 detection que si le controle de la presence d'un serum humain est positif et 
si les conditions cumulatives suivantes sont reunies, etablissant l'absence 
d'anticorps antinucleaire et la reactivite desdites seconde et, le cas echeant, 
premiere substances de detection et le cas echeant de facteur rhumatoide: 

a- ledit premier antigene de controle reagit avec ladite 
25 deuxieme substance de detection, 

c- ledit deuxieme antigene de controle ne reagit pas, et 

c- le cas echeant si ledit troisieme antigene de controle reagit 
avec ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d'IgM. 
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2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que Ton 
utilise un unique support solide mis en contact avec le cas echeant 
simultanement desdites premiere et seconde substances de detection 
comprenant un premier et respectivement un second element de marquage, 
5 le second element de marquage emettant un signal different du premier 
element de marquage, de preference lesdites premiere et seconde 
substances de detection comprenant un premier et respectivement un 
second anticorps ne reagissant qu'avec une dite immunoglobuline de 
Fespece du patient de classe M et respectivement de classe G. 

1° 3. Methode selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 

Ton controle que ledit echantillon teste contient bien un serum de Fespece 
du patient en detectant si des immunoglobulines de Fespece du patient 
reagissent avec un quatrieme antigene de controle contenant la proteine A 
d'une bacterie Staphylococcus aureus, de preference ledit quatrieme antigene 

15 etant une bacterie Staphylococcus entiere, en mettant en contact ledit 
echantillon avec un support solide sur lequel est fixe un dit quatrieme 
antigene de controle, en presence de ladite seconde substance de detection 
qui est une substance reagissant avec une immunoglobuline de Fespece du 
patient et ne reagissant pas avec ledit quatrieme antigene de controle, de 

20 preference un anticorps anti-immunoglobuline de Fespece du patient et ne 
reagissant pas avec ledit quatrieme antigene de controle, le controle de la 
presence d'un serum est positif si ledit quatrieme antigene reagit avec ledit 
echantillon de serum et ladite seconde substance de detection. 

4. Methode selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en 
25 ce que ladite seconde substance de detection, est une immunoglobuline 

animale, de preference une immunoglobuline de chevre ou de poulet. 

5. Methode selon Fune des revendications 1 a 4, caracterisee en 
ce que, le cas echeant, les deux dites premiere et seconde substances de 
detection sont des immunoglobulines de chevre ou de poulet, 

30 respectivement anti- IgM et anti- IgG. 
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6. Methode selon l'une des revendications 1 a 5, caracterisee en 
ce que ledit deuxieme antigene de controle est constitue de cellules non 
confluentes en suspension, de preference des cellules de fibroblastes 
humains. 

7. Methode selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en 
ce que lesdits antigenes de controle et antigenes microbiens sont fixes sur 
support solide pat adsorption physique. 

8. Methode selon l'une des revendications 1 a 7, caracterisee en 
ce que ledit antigene microbien est un antigene corpusculaire constitue de 
microbe entier inactive ou une fraction de microbe. 

9. Methode de diagnostic serologique selon Tune des 
revendication 1 a 8, caracterisee en ce que ledit agent microbien est choisi 
parmi des micro-organismes comprenant une bacterie, un virus, un parasite 
ou un champignon. 

10. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 9, 
caracterisee en ce que ledit antigene microbien est une bacterie 
intracellulaire ou un virus. 

11. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 9 ou 
10, caracterisee en ce que ledit antigene microbien est choisi parmi les 
bacteries du genre Rickettsia, Coxiella, Bartonella, Tropheryma, Ehrlichia, 
Chlamydia, Mycoplasma, Treponema, Borrelia, et Leptospira. 

12. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que ledit antigene microbien est une bacterie responsable 
d'une endocardite. 

13. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 10, 
caracterisee en ce que ledit antigene microbien est un antigene viral choisi 
parmi les virus H.I.V., C.M.V. Epstein-Barr, Rougeole, Rubeole, virus des 
hepatites A et B. 
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14. Methode selon Tune des revendications 1 a 13, caracterisee en 
ce que : 

on detecte et, de preference, on dose la quantite des 
immunoglobulines de patients des deux classes M et G specifiques d'un 
5 antigene microbien, 

- au moins un dit antigene microbien et lesdits premiet, deuxieme et 
troisieme et quatrieme antigenes de controle sont fixes sut un me me 
support solide et 

- on utilise pour la detection des differents dits antigenes 
10 microbiens, les memes dites premiere et seconde substances de detection 

avec des elements de marquage differents, lesdites premiere et deuxieme 
substances de detection etant des immunoglobulines animales ne reagissant 
pas avec ledit quatrieme antigene, de preference dans le cas d'un patient 
humain, des immunoglobulines de chevre ou de poulet. 

15 15. Methode selon la revendication 1 a 14, caracterisee en ce que 

Ton utilise comme support solide une lame de verre ou en plastique, un 
tube de titrage ou un puits d'une plaque de microtitrage en plastique. 

16. Methode selon Tune des revendications 1 a 15, caracterisee en 
ce que Ton detecte et, le cas echeant, on quantifie la dose de dite 

20 immunoglobuline de Pespece du patient specifique du dit antigene 
microbien dans l'echantillon a tester, et les reactions immunologiques entre 
lesdits antigenes de controle et lesdites substances de detection, par lecture 
automatisee a l'aide d'un appareil de lecture approprie aux dits elements de 
marquage, de preference un appareil de lecture d'un signal fluorescent 

25 d'une substance fluorescente correspondant aux elements de marquage 
desdites substances de detection. 

17. Methode selon Pune des revendications la 16, caracterisee en 
ce que ledit antigene microbien est un antigene vaccinal et ladite 
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immunoglobuline specifique du dit agent vaccinal a detecter est une 
immunoglobuline de classe G. 

18. Methode selon la revendication 17, caracterisee en ce que Ton 
determine le statut vaccinal d'un individu par detection,de preference 
5 quantification des anticorps seriques IgG specifiques d'antigenes vaccinaux 
d'une pluralite d'agents pathogenes du type bacteries, virus, champignons 
ou parasites, en realisant la detection, et de preference la quantification, 
d'un complexe de reactions immunologiques entre chaque dit antigene 
vaccinal et respectivement chaque dit anticorps specifique dudit antigene 
10 vaccinal, eventuellement present dans un echantillon de serum humain a 
tester, comprenant: 

1- la mise en contact d'un seul et meme dit echantillon de serum a 
tester avec : 

- un meme support solide sur lequel est fixe une pluralite de dits 
15 antigenes vaccinaux correspondant a une pluralite d ! agents pathogenes, et 

lesdits premier, deuxieme et de preference quatrieme antigenes de controle, 

- en presence d f au moins une dite seconde substance de detection 
reagissant avec au moins uri dit anticorps specifique et ne reagissant pas 
avec Tun quelconque desdits antigenes vaccinaux, et 

20 2- au moins un dit controle de la reactivite de ladite deuxieme 

substance de detection a l'aide d'un dit premier antigene de controle et un 
dit controle de la presence d'anticorps antinucleaires a Faide d'au moins un 
dit deuxieme antigene de controle, et le controle de la presence d'un serum 
humain dans ledit echantillon a tester, de preference a l'aide d'un dit 

25 quatrieme antigene de controle. 

19. Methode selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'on 
detecte desdits anticorps specifiques du type immunoglobulines IgG et on 
met en ceuvre une dite deuxieme substance de detection qui est une 
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immunoglobulin anti-IgG, de preference une immunoglobuline de chevre 
ou de poulet. 

20. Methode selon Tune des revendications 18 ou 19, caracterisee 
en ce que lesdits antigenes vaccinaux sont des antigenes des agents 
pathogenes choisis parmi les virus des oreillons, de la rubeole, de la 
rougeole, de la varicelle, de la poliomyelite, de la fievre jaune, de 
l'encephalite a tique, de l'hepatite A, de l'hepatite B, et les bacteries de la 
coqueluche Bordetella pertussis, du tetanos et de la diphterie. 

21. Methode selon une des revendications 20 a 20, caracterisee en 
ce qu'on determine si la concentration de dit anticorps specifiques atteint 
un seuil a partir duquel ledit anticorps specifique a une action protectrice 
protegeant contre la maladie determinee par le pathogene. 

22. Methode selon Tune des revendications 18 a 21, caracterisee 
en ce que Ton recueille un volume determine de sang total a Taide d'un 
tube capillaire dans un flacon contenant un volume determine d'un tampon 
permettant Telution du serum, le serum etant alors de preference dilue a 
une concentration determinee, de preference de 1/100 a 1/20. 

23. Methode selon Tune des revendications 18 a 22, caracterisee 
en ce que, pour chaque detection et, le cas echeant, quantification d'un dit 
antigene vaccinal, on realise les mesures suivantes : 

1- une premiere mesure d'une premiere valeur representative de la 
quantite d'un premier element de marquage, de preference la premiere 
valeur de Tintensite d'un signal emis par ledit premier element de 
marquage, de preference encore fluorescent, ledit premier element de 
marquage se fixant de maniere non specifique sur toute proteine dans la 
zone de depot dudit antigene vaccinal, et 

2- une deuxieme mesure d'une deuxieme valeur representative de la 
quantite d'un deuxieme element de marquage emettant un signal different 
dudit premier element de marquage, de preference une deuxieme valeur de 
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l'intensite du signal emis par ce deuxieme element de marquage, de 
preference encore fluorescent a une longueur d'onde d'excitation differente 
de celle dudit premier element de marquage fluorescent, ledit deuxieme 
element de marquage etant l'element de element de marquage de ladite 
5 seconde substance de detection dudit antigene vaccinal, dans la zone de 
depot dudit antigene, et 

3- on calcule le rapport desdites premiere et deuxieme valeurs, et 

4- on compare la valeur dudit rapport a celle d'un rapport de 
reference obtenu avec une collection de serums de reference positifs et 

10 negatifs, permettant ainsi par comparaison de determiner la necessite ou 
non de vacciner la personne pour ledit antigene vaccinal selon la valeur du 
rapport desdites premiere et deuxieme valeurs. 

24. Trousse de diagnostic utile pour la mise en ceuvre d'une 
methode selon l'une des revendications 1 a 23, caracterisee en ce qu'elle 

15 comprend 

- au moins un dit support solide ,de preference un unique sur 
support solide , sur le(s)quel(s) sont fixes au moins un dit antigene 
microbien et le(s) dit(s) antigene(s) de controle, et 

- la (ou les) dite(s) substance(s) de detection et reactifs utiles pour la 
revelation des dits elements de element de marquage et le cas echeant 
desdits elements de marquage. 

25. Trousse selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

- un meme dit support solide sur lequel sont fixes par adsorption 
physique au moins un dit antigene corpusculaire et les dits antigenes de 
controle, et 

- Tune au moins d'une meme dite premiere ou deuxieme substance de 
detection pour detecter les differents antigenes microbiens. 
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26. Trousse selon la revendication 24 ou 25, caracterisee en ce 
qu'elle comptend un flacon comportant un volume determine d'un tampon 
dilution pour le recueil d'un volume determine d'un echantillon de serum 
a tester. 

27. Methode de preparation d'un support solide sur lequel est fixe 
au moins un antigene choisi parmi un dit antigene microbien, de preference 
corpusculaire, un dit premier, un dit deuxieme, le cas echeant un dit 
troisieme, et de preference un dit quatrieme antigenes de controle 
permettant une detection par lecture automatisee a l'aide d'une dite 
premiere et, le cas echeant, deuxieme substance de detection, utile dans 
une methode selon lune des revendications 1 a 23 ou une trousse selon 
Tune des revendications 24 a 26, caracterisee en ce que l'on depose de 
facon robotisee lesdits antigenes microbiens, de preference corpusculaires, 
et antigenes de controle avec un robot de depot comprenant de preference 

15 une seringue, lesdits antigenes corpusculaires etant de preference associes a 
un colorant, de preference encore un colorant fluorescent sous forme de 
suspension a une concentration permettant leur visualisation apres depot a 
l'aide dudit colorant, et permettant ainsi de verifier la fixation des dits 
antigenes sur ledit support solide. 

20 28. Methode selon la revendication 27, caracterisee en ce que l'on 

depose de facon robotisee un dit antigene microbien et, le cas echeant, un 
dit deuxieme antigene de controle et, le cas echeant, un dit quatrieme 
antigene de controle, sous forme de suspension de corpuscules de cellules 
non confluentes, virus entiers ou bacteries entieres ou fractions de cellules 

25 ou bacteries. 

29. Methode selon la revendication 28, caracterisee en ce que les 
antigenes de controle sous forme de suspension de cellules sont calibres a 
une concentration de 10 7 a 10 9 cellules/ml, lesdits antigenes de controle ou 
antigenes microbiens sous forme de suspensions de bacteries ou fractions 
30 de bacteries sont calibres a une concentration de 10 7 a 10 9 particules/ml et 
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les suspensions de virus entiers a une concentration de 10 9 a 10 10 
particules/ml. 

30. Methode selon V une des revendications 28 ou 29, caracterisee 
en ce que Ton depose lesdits antigenes de controle et microbiens 

5 corpusculaires en melange avec un liant proteique, stabilisant la fixation 
sur ledit support solide. 

31. Methode selon la revendication 30, caracterisee en ce que ledit 
liant proteique est choisi parmi du jaune d'ceufs, de la gelatine, de 
l'albumine de serum de bovin ou une IgG polyclonale non humaine, de 

10 preference de chevre. 

32. Methode selon la revendication 31, caracterisee en ce que ledit 
antigene microbien corpusculaire est depose sur ledit support solide 
constitue d'une lame de verre, en melange avec une immunoglobuline de 
type IgG polyclonale de chevre. 

15 33. Methode selon Tune des revendications 27 a 32, caracterisee 

en ce que Ton realise un lavage prealable dudit support dudit support 
solide avec une solution d'un melange ethanol/acetone, de preference a 50- 
50, puis on depose et on stabilise la fixation des dits antigenes par 
adsorption physique sur ledit support solide par un traitement avec de 
20 Talcool, de preference methanol ou ethanol, alcool que Ton elimine 
ensuite et, de preference encore, on verifie la fixation desdits antigenes par 
coloration, de preference par un marquage fluorescent non specifique des 
proteines ou de TADN. 

34. Methode selon Tune des revendications 27 a 32, caracterisee 
25 en ce que Ton complete la fixation par adsorption physique des dits 
antigenes de controle et microbiens par un traitement de reticulation, de 
preference un traitement chimique par un agent bi-fonctionnel de 
couplage covalent. 
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